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“The pain you feel today will be the strength you will feel tomorrow, 













































A esclerose múltipla (EM) é uma doença autoimune inflamatória do sistema 
nervoso central caracterizada pela desmielinização axonal dos neurônios 
presentes no cérebro e medula espinhal. Dentre as terapias modificadoras da 
doença disponíveis para o tratamento da EM, destaca-se o interferon-beta 
(IFN-β). O IFN-β é uma citocina da família dos interferons (IFNs) do tipo I 
com características atividades antivirais, antiproliferativas e 
imunomodulatórias. O IFN-β têm sido utilizado para o tratamento da EM há 
mais de 20 anos, mas apesar dos comprovados benefícios promovidos por 
sua utilização, o tratamento com IFN-β pela via subcutânea promove o 
desenvolvimento de dor e edema em pacientes com EM. Esses efeitos 
adversos apresentam significativo impacto sobre os pacientes com EM por 
promoverem redução na qualidade de vida assim como na adesão dos 
pacientes ao tratamento. Os mecanismos responsáveis por mediar a dor e o 
edema produzidos pela administração subcutânea do IFN-β são 
desconhecidos até hoje, e não existe descrito na literatura nenhum modelo 
animal que possa ser utilizado para investigar como o IFN-β induz tais efeitos 
adversos.  Considerando o exposto, o presente estudo objetivou caracterizar 
um modelo animal de nocicepção e edema induzidos pela injeção subcutânea 
do IFN-β no qual se possa investigar os possíveis mecanismos responsáveis 
por mediar esses efeitos adversos. Animais machos adultos das linhagens 
C57BL/6-UFSC e A129S2/SvPas (Selvagem e IFN-αβR1-/-) foram 
utilizados, e os experimentos foram conduzidos em blocos com a utilização 
de estratégias de randomização e cegamento. O IFN-β, assim como o IFN-α, 
foi avaliado quanto à sua capacidade de produzir efeitos hiperalgésicos 
(Limiares mecânicos e escores de guarda da pata pós-teste de von Frey) e 
edematogênico (aferição de espessura da pata injetada) após sua 
administração subcutânea em diferentes doses (1x10², 3x10², 1x10³ UI/sítio). 
Em comparação com o grupo veículo, animais que receberam IFN-β (1x10³ 
UI/sítio) desenvolveram hiperalgesia e edema de forma rápida e prolongada, 
enquanto o IFN-α promoveu os mesmos efeitos, mas de forma intermitente e 
menos intensa. Animais selvagens e IFN-αβR1-/- também desenvolveram 
hiperalgesia e edema após a administração do IFN-β. Com exceção do 
inibidor de JAK1 (PF-04965842), que apresentou efeito anti-hiperalgésico 
parcial, as demais estratégias farmacológicas utilizadas (antagonistas TRPV1 
e TRPA1, ablação de fibras TRPV1+/TRPA1+ com resiniferatoxina, inibidor 
de PKC, antagonista NMDAR, inibidor de canais HCN e estabilizador de 
mastócitos) não foram eficazes em prevenir os efeitos hiperalgésicos e 
edematogênico induzidos pela administração subcutânea do IFN-β. 
Conjuntamente, esses dados demonstram a padronização de um modelo 
animal que pode ser utilizado para o estudo dos mecanismos responsáveis por 
mediar os efeitos adversos locais (dor e edema) promovidos pelo IFN-β 
administrado via subcutânea.  
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Multiple sclerosis (MS) is a central nervous system autoimmune 
inflammatory disease characterized by the axonal demyelination of neurons 
present in the brain and spinal cord. IFN-β stands out among the disease-
modifying therapies available for the treatment of MS. IFN-β is a cytokine 
belonging to the type I interferons (IFNs) family, which presents hallmark 
antiviral, antiproliferative and immunomodulatory activities. IFN-β has been 
used for the treatment of MS for more than 20 years, but despite the proven 
benefits from its use, IFN-β-based treatment through subcutaneous injection 
promotes the development of both pain and edema in MS patients. These 
adverse effects have a significant impact on MS patients as they reduce 
quality of life as well as compliance of patients to the IFN-β-based treatment. 
The mechanisms responsible for underlying the development of pain and 
edema upon subcutaneous injection of IFN-β remain unknown, and there is 
no animal model described in the literature that could be used to investigate 
how IFN-β promotes such adverse effects. Taking this into consideration, the 
present study aimed to characterize an animal model of both nociception and 
edema induced by the subcutaneous injection of IFN-β, in which the 
mechanisms responsible for mediating such adverse effects can be assessed. 
Adult male mice from the C57BL/6-UFSC and A129S2/SvPas (Wild-type 
and IFN-αβR1-/-) lineages were used, and experiments were conducted in 
blocks with utilization of both randomization and blinding strategies. IFN-β, 
likewise IFN-α, was assessed regarding its potential to induce hyperalgesic 
effects (Mechanical threshold and paw guarding behavior score post-von 
Frey test) and edema following its subcutaneous injection in different doses 
(1x10², 3x10², 1x10³ IU/site; s.c.). When compared to the vehicle group, 
animals that received IFN-β (1x10³ IU/site) developed rapid and long-lasting 
hyperalgesia and edema, whilst IFN-α promoted the same effects, but in an 
intermittent and less intense fashion. Wild-type and IFN-αβR1-/- animals also 
developed hyperalgesia and edema upon IFN-β administration. Except for the 
JAK1 inhibitor (PF-04965842), which produced a partial anti-hyperalgesic 
effect, other pharmacological strategies used (TRPV1 and TRPA1 
antagonists, TRPV1+/TRPA1+ positive fibers with resiniferatoxin, PKC 
inhibitor, NMDAR antagonist, HCN channels inhibitor, mast cell stabilizer) 
were not able to prevent the hyperalgesic and edematogenic effects induced 
by the subcutaneous injection of IFN-β. Collectively, these data depict the 
standardization of an animal model that can be used for the study of the 
underlying mechanism responsible for mediating the local adverse effects 
(pain and edema) promoted by subcutaneously administered IFN-β. 
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1.1 ESCLEROSE MÚLTIPLA 
 
A primeira descrição formal da esclerose múltipla (EM) foi feita em 1868 
pelo neurologista francês Jean-Martin Charcot, que ao observar pacientes 
com episódios intermitentes de disfunção neurológica relatou a presença de 
agregados de células inflamatórias perivasculares em meio à substância 
branca do cérebro e medula espinhal. A partir de sua observação, Jean-Martin 
denominou a condição de sclérose en plaques disseminées, ou esclerose 
múltipla (CHARCOT, 1868; HAFLER et al., 2005; POSER E BRINAR, 2004; 
RANSOHOFF et al., 2015). 
 
A EM é uma desordem neurodegenerativa crônica, inflamatória e 
autoimune que atinge o sistema nervoso central (SNC) humano, sendo 
patologicamente caracterizada por um processo de desmielinização de fibras 
nervosas no cérebro e medula espinhal. Tal processo causa lesões na bainha 
de mielina das fibras nervosas e leva à uma progressiva falha ou total perda 
da comunicação entre o SNC e o resto do corpo, promovendo elevados níveis 
de incapacitação entre adultos jovens (DAWSON, 1916; FROHMAN et al., 
2006; NOSEWORTHY et al., 2000; RANSOHOFF et al., 2015). 
 
Do ponto de vista epidemiológico, estima-se que, mundialmente, 2,5 
milhões de pessoas sejam afligidas pela EM (COMPSTON AND COLES, 
2008). Existe uma maior prevalência da doença em regiões de clima 
temperado e de população caucasiana como nos países da América do Norte 
e do Norte da Europa, assim como no Oriente Médio. De fato, a prevalência 
de EM nos Estados Unidos pode variar entre 250 a 350,000 pacientes 
(KOUTSOURAK et al., 2010; MORTAZAVI et al., 2012; NOSEWORTHY et al., 
2000). No Brasil, os dados epidemiológicos sobre a EM são bastante 
incipientes, contudo, o perfil de prevalência nacional parece ser 
correspondente às regiões que apresentam alta prevalência de EM, como a 
região sul (VASCONCELOS et al., 2016). Mulheres são muito mais acometidas 
pela doença que homens, com proporções variando entre 2-3:1. O diagnóstico 
da EM traz consigo um grande fardo sócio-econômico, uma vez que acomete 
adultos jovens com idade média de 30 anos (faixa etária de 20-40 anos, 
economicamente ativa) causando altos índices de incapacidade física, 
elevados gastos com tratamento, além de sofrimento individual e familiar 
devido ao prolongado curso da doença (BROWNLEE et al., 2016; COMPSTON 
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AND COLES, 2008; DENDROU et al., 2015; RANSOHOFF et al., 2015; 
VASCONCELOS et al., 2016).  
 
A neurodegeneração causada pelo característico processo de 
desmielinização na EM favorece o aparecimento de sinais e sintomas 
bastante heterogêneos, que basicamente refletem os danos causados em 
diferentes regiões do SNC, assim como sua intensidade.  Pacientes 
acometidos pela EM podem apresentar distúrbios visuais (visão embaçada e 
diplopia), sensoriais (parestesia e hipoestesia), prejuízos motores (perda de 
coordenação e equilíbrio), disfunção sexual, déficits cognitivos, fadiga e dor 
(DENDROU et al., 2015; ROXBURGH et al., 2005). 
 
O diagnóstico precoce e preciso da EM é fundamental para que a melhor 
estratégia terapêutica seja adotada. Nesse sentido é preciso considerar os 
sinais e sintomas que o paciente apresenta no momento da avaliação, assim 
como a evolução temporal dos achados clínicos, que de forma conjunta vão 
contribuir para um correto diagnóstico. Portanto, o diagnóstico é feito com 
base no histórico, sinais e sintomas clínicos do paciente, achados de 
ressonância magnética cerebral e medular (sensível para detecção de lesões 
no SNC), avaliação laboratorial do líquor, e avaliação de potenciais evocados 
(visual, auditivo e somatosensorial) (BROWNLEE et al., 2016; KORNEK et al., 
2012; MILLER et al., 2008; NOSEWORTHY et al., 2000; POLMAN et al., 2011).  
   
As estratégias diagnósticas utilizadas permitem ainda classificar a EM 
em quatro categorias:  EM recorrente-remitente (EMRR) ou surto-remissão; 
EM primária-progressiva (EMPP); EM secundária-progressiva (EMSP); e 
EM progressiva-recorrente (EMPR). EMRR é a principal forma de esclerose 
múltipla com cerca de 85 a 90% dos diagnósticos. A EMRR é caracterizada 
pela ocorrência de uma disfunção neurológica desencadeada por surtos 
(recidivas ou exacerbações) sintomáticos abruptos que são seguidos por um 
período de remissão clínica onde se observa melhora ou até desaparecimento 
de sintomas. Os surtos acontecem de forma intermitente a cada 2 anos e 
podem durar por pelo menos 24 horas quando na ausência de febre ou 
infecção. O curso dos períodos de recuperação após um surto é variável e 
pode ser incompleto (BROWNLEE et al., 2016; DENDROU et al., 2015; LUBLIN 
et al., 2014; RANSOHOFF et al., 2015; POLMAN et al., 2011). 
 




Assim como em muitas outras doenças crônicas, ainda não há cura para 
a esclerose múltipla. Dessa forma, o seu tratamento é focado na recuperação 
pós-ataques/exacerbações, redução da frequência dos ataques modificando 
assim o curso da doença, além do manejo dos sintomas para melhoria da 
qualidade de vida dos pacientes. Em alguns raros casos, é possível observar 
pacientes que apenas tratam a doença em si, uma vez que apresentam ou não 
poucos e leves sintomas associados (COMI et al., 2016; HAVRDOVA et al., 
2010; LUBLIN et al., 2014). 
  
As alternativas farmacológicas aprovadas, por órgãos reguladores 
internacionais como o FDA (do inglês, Food and Drug Administration) nos 
Estados Unidos, para o tratamento da EM são conhecidas como 
fármacos/tratamentos modificadores da doença (FMDs) e são principalmente 
empregadas no tratamento da EMRR. Esses FMDs também podem ser 
utilizados como opção terapêutica nas formas progressivas da EM onde os 
pacientes apresentam recorrências (COLES et al., 2006; COMI et al., 2016; 
HAUSER et al., 2013; TORKILDSEN et al., 2015). Os tratamentos disponíveis 
para a EM podem ser divididos em tratamentos de primeira escolha 
(interferon-beta, acetato de glatiramer, fumarato de dimetila e teriflunomida), 
e tratamentos de segunda escolha (natalizumabe, fingolimode e 
alemtuzumabe, daclizumabe e mitoxantrona), conforme mostrado na Figura 
1. Estas opções terapêuticas se encontram disponíveis aos pacientes em 
apresentações injetáveis pelas vias subcutânea, intramuscular e intravenosa, 
e apresentações para uso oral (COMI et al., 2016; TORKILDSEN et al., 2015).  
 
Dentre as opções terapêuticas para uso injetável pela via subcutânea e de 
interesse para o presente estudo, destaca-se o interferon-beta (IFN-β). O IFN-
β, uma citocina imunomodulatória, foi a primeira opção terapêutica aprovada 
em 1996 para o tratamento da esclerose múltipla, pois no início dos testes se 
acreditava que a EM tinha uma patogenia viral. O IFN-β foi mostrado como 
sendo capaz de reduzir a progressão da doença, assim como a incapacidade 
física associada, uma vez que até então o tratamento era focado apenas no 
controle paliativo dos sintomas da doença e das exacerbações agudas 
(JACOBS et al., 1995, 1996; THE IFNβ MULTIPLE SCLEROSIS STUDY GROUP, 
1993). Os mecanismos pelos quais o IFN-β exerce seus efeitos terapêuticos 
na esclerose múltipla são complexos e ainda não foram totalmente 
elucidados. Contudo, sabe-se que ele promove aumento da expressão de 
citocinas anti-inflamatórias ao mesmo tempo que reduz a expressão de 
citocinas pró-inflamatórias, eleva a produção do fator de crescimento 
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neuronal (do inglês, NGF) no SNC e reduz a migração de células 
inflamatórias transbarreira hematoencefálica. Conjuntamente, esses efeitos 
promovem redução de morte neuronal e aumento da capacidade regenerativa 
dos neurônios (CROZE et al., 2013; DHIB-JALBUT E MARK, 2010; KASPER E 
REDER, 2014; KIESEIER, 2011).  
 

















Fonte: Adaptado de Torkildsen et al. (2016) 
  
Atualmente, existem disponíveis quatro apresentações farmacêuticas do 
IFN-β para o tratamento da esclerose múltipla através de administração pela 
via subcutânea: Betaseron® (0,25 mg; uma vez a cada dois dias), Extavia® 
(0,25 mg; uma vez a cada dois dias), Plegridy® (125 µg; uma vez a cada 14 
dias), Rebif® (22 ou 44 µg; três vezes por semana). O IFN- β apresenta cerca 
de 27-30% de biodisponibilidade após administração subcutânea, com uma 
meia-vida de aproximadamente 10h, sendo metabolizado pela via hepática e 
eliminado pela via renal (BUCHWALDER et al., 2000; GEORGE et al., 2012; HU 
et al., 2016; KAGAN et al., 2010). Os principais efeitos adversos agudos 
associados com a utilização do IFN-β nessas apresentações são: sintomas 
tipo-gripe (calafrios, febre, mialgia, fadiga e fraqueza), dor de cabeça, e 
reações no local da injeção (edema, eritema e dor). Os sintomas tipo-gripe se 
manifestam após a administração do IFN-β e podem perdurar por até 24 
horas, ou ainda persistir de forma intermitente após cada injeção por alguns 
meses, até que pacientes desenvolvam uma certa tolerância a esses efeitos 
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adversos. As reações adversas no local da injeção comumente aparecem logo 
após a administração do IFN-β, podendo durar por apenas alguns minutos, 
ou ainda se prolongar por até 24 horas, apresentando pico de resposta entre 
30 a 60 minutos após a injeção (HARRIS et al., 2005; SINGER et al., 2012). 
 
Apesar do tratamento com IFN-β em pacientes com esclerose múltipla 
ser de maneira geral bem tolerado, esses efeitos adversos contribuem de 
forma significativa para a redução da qualidade de vida dos pacientes, assim 
como para uma menor adesão ao tratamento, principalmente entre os 
primeiros 3-6 meses do início da terapia (ARNOLDUS et al., 2000; BALAK et 
al., 2012; O’CONNOR et al., 2008; FOLEY et al., 2013; GOTTBERG ET AL., 2000; 
KÜMPFEL et al., 2007; MOHR et al., 1998; NEILLEY et al., 1996; PANITCH et 
al., 2002; PORTACCIO E AMATO, 2016; RINTALA et al., 2016; SIMONE et al., 
2006; WALTHER E HOHLFELD, 1999). No estudo realizado por Freedman 
(2011), foi verificado que esses efeitos adversos acometem cerca de 44-74% 
dos pacientes que fazem uso do IFN-β pela via subcutânea, do quais cerca de 
2% abandonam a terapia. Recomenda-se como tratamento para esses 
sintomas a utilização de anti-inflamatórios como acetaminofeno, ibuprofeno, 
ou corticosteróides em baixas doses no caso de sintomas tipo-gripe, e 
anestésicos locais como lidocaína e prilocaína (EMLA®) no caso de reações 
no local da injeção. Contudo, ainda há pacientes que não respondem a essas 
alternativas terapêuticas de prevenção e controle dos sintomas tipo-gripe e 
reações no local da injeção (BAUM et al., 2007; BUHSE, 2006; FOLEY et al., 
2013; LEUSCHEN et al., 2004; PORTACCIO E AMATO, 2009; REESS et al., 2002; 
RÍO et al.,1998). Dessa forma, é importante que estudos que investiguem os 
mecanismos responsáveis pela mediação desses efeitos adversos sejam 
realizados com o intuito de que sejam propostas alternativas de tratamento 
mais efetivas, e assim seja possível melhorar a qualidade de vida dos 
pacientes e reduzir os níveis de não-adesão à terapia com IFN-β. 
 




Existem evidências na literatura da presença de interferons, citocinas 
com predominante atividade antiviral, em peixes durante o período 
Devoniano, há mais de 400.000.000 de anos. Acredita-se que os peixes foram 
os seres que mais se diferenciaram em outros vertebrados, e mudanças na sua 
composição proteica, principalmente relacionada aos IFNs, parece ter 
evoluído de forma conjunta com a diversidade taxonômica. As similaridades 
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observadas entre interferons humanos e interferons de peixes com relação às 
suas sequências de aminoácidos e estrutura, sugere a presença de um 
organismo que foi um ancestral comum entre peixes e mamíferos. A 
importância de IFNs para a biologia humana foi primeiramente descrita há 
60 anos (REDER E FENG, 2013).  
 
Na década de 1950, existia o conhecimento científico solidificado de que 
células já infectadas com algum vírus apresentavam resistência à infecção 
por outros vírus, dando a ideia de que existia algum mecanismo que mediava 
a capacidade de um vírus regular, ou interferir, com o potencial infectante de 
outro (HENLE, 1950). Em 1957, Isaacs e Lindenmann (1957), sabendo desse 
potencial de “interferência” existente entre vírus, realizaram experimentos de 
infecção de membranas corioalantóides com o vírus da gripe Influenza A, e 
denominaram a substância com capacidade de interferência viral de 
interferon (IFN).  Estudos bioquímicos realizados por Lengyel (1982) 
evidenciaram o IFN como uma substância proteica pequena, que era 
produzida e também secretada a partir das células em resposta a um processo 
de sinalização celular desencadeado pela interação entre padrões moleculares 
associados a patógenos (do inglês, PAMPs) com receptores de 
reconhecimento de padrão (do inglês, PRRs) (ISAACS et al., 1957; WU E 
CHEN, 2014) 
 
Posteriormente, estudos realizados com glóbulos brancos humanos e de 
primatas mostraram que essas células também eram capazes de produzir e 
secretar IFN. Os avanços alcançados no desenvolvimento de técnicas de 
purificação e isolamento de proteínas, permitiram, cerca de 20 anos mais 
tarde, uma melhor caracterização das propriedades bioquímicas do IFN, 
assim como a identificação do IFN não mais como uma única molécula, mas 
sim como uma família de proteínas, com três classes representativas de IFN 
(CANTELL et al., 1981a, 1981b; KNIGHT, 1975; MAEDA et al., 1980; PESTKA, 
2007; RUBINSTEIN et al., 1981; SCHNEIDER et al., 2014).  
 
1.3.2 TIPOS DE IFNs 
 
Atualmente, IFNs são conhecidos como uma família de citocinas que 
exercem atividades antivirais, antiproliferativas e imunomodulatórias em 
prol da proteção do organismo (ISAACS E LINDENMANN, 1997; WEERD et 
al., 2013; PESTKA, 2007). A família de IFNs esta dividida em três diferentes 
classes: IFNs do tipo I, do tipo II ou do tipo III. Em humanos e camundongos, 
35 
 
IFNs do tipo I compreendem por sua vez a classe de IFNs do tipo alfa (IFN-
α) com 13 subtipos (IFN-α1, -α2, -α4, -α5, -α6, -α7,-α8, -α10, -α13, -α14, -
α16, -α17 e -α21), IFN-β, IFNε, IFNκ e  IFNω. Os genes que codificam a 
expressão de IFNs do tipo I em humanos e camundongos estão alocados nos 
cromossos 9 e 4, respectivamente (CHEN et al., 2004;  GONZÁLEZ-NAVAJAS 
et al., 2012; PESTKA et al., 1987, 2004; PLATANIAS, 2005; SCHEINDER et al., 
2014; WEERD E NGUYEN, 2012). A classe de IFNs do tipo II conta com 
apenas um representante que é o IFN-γ, dotado de pouca homologia estrutural 
com IFNs do tipo I e sendo codificado pelo gene localizado nos cromossomos 
12 e 10 de humanos e camundongos, respectivamente (BACH et al., 1997; 
SCHEINDER et al., 2014; SCHRODER et al., 2004; WALTER et al 1995). A 
terceira classe de IFNs, mais recentemente descoberta e anteriormente 
conhecida como moléculas tipo IFN, é representada pelos IFN-λ1, IFN-λ2, 
IFN-λ3 (também chamados de IL-29, IL-28A e IL28B, respectivamente). 
IFNs do tipo III diferem bastante das outras duas classes, apresentando maior 
homologia com membros da familia de citocinas IL-10, mas apresentam a 
característica atividade antiviral de IFNs preservada (ISAACS E 
LINDENMANN, 1997; KOTENKO et al., 2003; PESTKA et al., 2004; 
SCHEINDER et al., 2014; SHEPPARD et al., 2003).  
 
1.3.3 IFNs DO TIPO I (IFN-β e IFN-α) 
 
IFNs do tipo I, especialmente IFN-β e IFN-α, são produzidos durante 
uma resposta imune inata pela estimulação de PRRs, como receptores do tipo 
toll (do inglês, Toll-like receptors; TLR), mediada por PAMPs derivados de 
vírus, bactérias e parasitas. Essa ativação de PRRs induz o recrutamento de 
diversas vias de transdução de sinal que promovem a ativação de fatores 
reguladores de IFN (do inglês, IRFs), uma família de fatores de transcrição, 
que por sua vez estimulam a produção de IFNs do tipo I, como IFN-β e IFN-
α (-α1 em humanos e -α4 em camundongos) (GEORGE et al., 2012; IVASHKIV 
E DONLIN, 2014; IWASAKI, 2012; MEDZHITOV, 2001; TRINCHIERI, 2010; 
WEERD et al., 2013). É válido ressaltar que essa produção ocorre de forma 
diferenciada entre IFN-β e IFN-α. Isso ocorre devido à presença de outros 
componentes, que não sítios para ligação de IRFs, no promotor do IFN-β 
(ifnb), como sítios para o fator nuclear kappa B (do inglês, NF-κB), que 
permitem a produção de IFN-β em circustâncias diferentes daquelas onde o 
IFN-α é produzido. Por exemplo, no caso do NF-κB, o IFN-β é o único IFN 
produzido em resposta ao lipopolissacarídeo (LPS) de bactérias Gram-
negativas, devido à ativação de IRF3 e NF-κB pela via de sinalização do 
TLR4 (DER et al., 1998; GESSANI et al., 1989; WEERD et al., 2013).  
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IFNs do tipo I podem ser produzidos por virtualmente todos os tipos 
celulares, incluindo leucócitos, fibroblastos, células endoteliais e neurônios. 
Contudo, existe a necessidade de um tipo celular que seja especializado na 
produção de grandes quantidades de IFNs, o qual também é necessário para 
a eliminação, mediada por células exterminadoras naturais (do inglês, NKs), 
de células infectadas por vírus. Esssas células que naturalmente produzem 
IFNs são conhecidas como células dendríticas plasmocitóides. Essa maior 
produção de IFNs do tipo I pode ser regulada por células da imunidade inata, 
como macrófagos e outras células dendríticas que quando estimuladas pelos 
prórprios IFNs têm seu potencial de apresentação de antígenos aumentado 
levando à maior produção de IFNs, assim como à produção de outros 
mediadores da resposta imune (citocinas e quimiocinas) (ASSELIN-
PATUREL et al., 2001; BARNES et al., 2002; HERTZOG et al., 2011; HERTZOG 
E WILLIAMS, 2013; IVASHKIV E DONLIN, 2014; MEDZHITOV, 2001; 
MacMICKING, 2012; TRINCHIERI E SANTOLI,1978). Além disso, a produção 
de IFNs do tipo I, como IFN-α e IFN-β, pode também ser regulada de forma 
autócrina pela ligação de IFNs ao seu receptor com consequente ativação de 
sua cascata de sinalização intracelular, levando à fosforilação de IRF3, IRF7 
e IRF8 e indução da expressão dos genes que condificam IFN-β e IFN-α 
(IVASHKIV E DONLIN, 2014; MARIÉ et al., 1998; PLATANIAS, 2005; TAILOR 
et al., 2007; TRINCHIERI, 2010). 
 
IFN-β e IFN-α, assim como os demais IFNs do tipo I, exercem suas 
atividades antivirais, antiproliferativas e imunomodulatórias mediante 
ligação com seu receptor específico, o receptor de IFNs do tipo I (IFN-
αβR1/2), que leva à ativação de uma cascata de sinalização intracelular 
mediada pela clássica via da família de proteínas janus quinase (do inglês, 
JAK) e das proteínas transdutoras de sinal e ativadoras de transcrição (do 
inglês, STATs) (Figura 2).  Essa ligação ao IFN-αβR1/2 acontece apesar da 
baixa homologia (~30%) que os IFNs do tipo I compartilham com relação às 
sua sequências aminoacídicas (PLATANIAS, 2005; BORDEN et al., 2007; 
LAMKEN et al., 2005; STARK E DARNELL, 2012; O’SHEA et al., 2015).  
 
O IFN-αβR1/2 é um complexo heterodimérico composto pelas cadeias 
IFN-αβR1 (subunidade 1) e IFN-αβR2 (subunidade 2). Cada uma das 
subunidades apresenta interação com uma proteína da família das proteínas 
JAK. IFN-αβR1 está constitutivamente associada à tirosina quinase 2 (do 
inglês, TYK2), enquanto IFN-αβR1 se encontra ligada à JAK1 (Figura 2). O 
processo de sinalização clássico via JAK-STAT se inicia após a ligação do 
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IFN-β, ou qualquer outro IFN do tipo I, ao IFN-αβR1/2. A ligação provoca 
mundanças conformacionais nas duas subunidades, as quais se dimerizam 
levando à autofosforilação e ativação de suas TYK2 e JAK1 conjugadas, que 
por sua vez procedem com a fosforilação e ativação de STATs. No caso do 
IFN-β, STAT1 e STAT2 são fosforiladas e formam heterodímeros que por 
sua vez interagem com o fator regulador de IFN tipo 9 (do inglês, IRF9), 
formando complexos denominados de fator 3 de gene estimulado por IFN (do 
inglês, ISGF3). Os complexos ISGF3 são então translocados para o núcleo 
da célula, onde vão se ligar aos elementos de resposta estimulada por IFN 
(ISREs) contidos no DNA, e iniciar o processo de transcrição gênica. Além 
disso, também pode ocorrer a formação de homodímeros de STAT1 (STAT1-
STAT1) que quando translocados para o núcleo irão interagir com elementos 
de sítio ativado por IFN-γ (do inglês, GAS) presentes na região promotora de 
alguns genes estimulados por interferon (do inglês, ISGs) e também dar início 
à transcrição gênica. STATs1-6 podem ser ativadas em resposta à ligação de 
IFNs do tipo I no seu receptor, e formar uma variedade de homo e 
heterodímeros que vão se complexar a IRFs e interagir no núcleo das células 
com ISREs e GAS dos diversos ISGs existentes, regulando a expressão de 
uma infinidade de genes, que vão mediar os efeitos pleiotrópicos dos IFNs 
do tipo I como o IFN-β (DARNELL et al., 1994; DARNELL, 1998; DER et al., 
1997; GEORGE et al, 2012; GONZÁLEZ-NAVAJAS et al., 2012; MAJOROS et al., 
























     
 
 
Fonte: Adaptado de Ivashkiv e Donlin (2014). 
Assim como os IFNs apresentam uma ampla expressão pelo organismo, 
o IFN-αβR1/2 pode ser expresso em todos os órgãos, tecidos e em uma 
grande gama de linhagens celulares, o que favorece seus efeitos pleiotrópicos 
a partir de sua ativação pela ligação de interferons do tipo I como o IFN-β. 
Nesse sentido, outras vias de sinalização podem ser utilizadas pelos IFNs do 
tipo I para que os mesmos possam mediar seus efeitos no organismo. Entre 
as vias alternativas que podem estar envolvidas na sinalização mediada por 
IFNs do tipo I, como o IFN-β, é possível destacar: a sinalização mediada por 
proteína quinase C (PKC), sinalização via proteínas CRK, a via das proteínas 
quinases ativadas por mitógenos (do inglês, MAPKs) e a via da 
fosfatidilinositol-3-quinase (do inglês, PI3K). Essa multiplicidade de vias de 
sinalização que podem ser recrutadas pelos IFNs do tipo I pode também 
explicar o potencial terapêutico identificado nessas citocinas, que têm sido 
utilizadas para o tratamento de diversas condições clínicas como: esclerose 
múltipla (IFN-β), hepatites crônicas dos tipos B, C e D (IFN-α), leucemia 
mielóide crônica e carcinoma de células renais (IFN-α), doença 
granulomatosa crônica e osteopetrose (IFN-α) (GEORGE et al., 2012; 
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HURTADO-GUERRERO et al., 2017; JAECKEL et al., 2001; PERRILLO, 2009; 
PESTKA, 2007; PLATANIAS, 2005; TALPAZ et al., 2013; WEERD et al., 2013). 
Não obstante, os efeitos adversos agudos, assim como os crônicos, e 
associados ao tratamento com o IFN-β, como sintomas do tipo-gripe e 
reações no local da injeção (dor e edema) poderiam estar sendo mediados 
tanto pela sinalização clássica via JAK-STAT quanto pelas vias alternativas 
mencionadas acima, ou ainda por interações do IFN-β com outros tipos de 
receptores (GEORGE et al., 2012; PLATANIAS, 2005; WEERD et al., 2013; 
WEERD E NGUYEN, 2012). 
1.4 DOR, EDEMA E IFN-β 
De acordo com a Associação Internacional para o Estudo da Dor (do 
inglês, IASP), a dor é definida como “uma experiência sensorial e emocional 
desagradável associada a uma lesão tecidual real, ou potencial; ou descrita 
em termos de tal dano” (LOESER E TREEDE, 2008). Evidências na literatura 
sugerem que milhões de pessoas sofrem com processos dolorosos em todo o 
mundo, sendo a dor uma das principais razões que motiva a busca por 
cuidados médicos, a utilização de fármacos, redução na qualidade de vida de 
pacientes com doenças crônicas (incluindo dor crônica), assim como redução 
da adesão a tratamentos farmacológicos onde a dor é um importante efeito 
adverso (ATKINS et al., 2014; COUSINS E LYNCH 2011; KING E FRASER, 
2013). 
Dor no local da injeção, assim como edema (extravasamento plasmático 
e acúmulo de líquido no tecido), são uma das principais reações adversas 
observadas por pacientes que fazem uso de IFN-β pela via subcutânea para o 
tratamento da esclerose múltipla. De fato, vários estudos já identificaram 
essas reações adversas como importantes causas de redução na qualidade de 
vida dos pacientes com esclerose múltipla, principalmente entre os primeiros 
3-6 meses a partir do início do tratamento, assim como redução na adesão 
dos pacientes à utilização de IFN-β, sendo motivo para redução das doses 
utilizadas ou até mesmo substituição de terapia (AGASHIVALA et al., 2013; 
ARNOLDUS et al., 2000; BALAK et al., 2012; BAUM et al., 2007; BEER et al., 
2011; COMI et al., 2008; CLERICO  et al., 2007; DEVONSHIRE et al., 2011; 
FOLEY et al., 2013; HARRIS et al. 2005; KLAUER E ZETTL, 2008; MENZIN et 
al., 2013; O'ROURKE E HUTCHINSON, 2005; PANITCH et al., 2002; 
PORTACCIO E AMATO, 2009; PRISMS, 1998; SINGER et al., 2012; 
TREADAWAY et al, 2009). 
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O desenvolvimento de dor e edema desencadeados pelo tratamento com 
IFN-β comumente ocorre logo após a injeção, podendo durar por apenas 
alguns minutos, ou ainda se prolongar por até 24 horas e apresentando pico 
de resposta entre 30 a 60 minutos após a injeção (HARRIS et al., 2005; SINGER 
et al., 2012). Há relatos na literatura de pacientes que descrevem a dor 
produzida pela administração do IFN-β como uma dor em queimação, e além 
disso, pacientes podem apresentar não só dor espontânea, mas também dor 
evocada como hiperalgesia mecânica cutânea, geralmente atribuídas a um 
processo inflamatório local (BUTTMANN et al., 2004; FOLEY et al., 2013; 
JANKOVIC, 2010; KOLB-MÄURER et al., 2015; O’CONNOR et al., 2008; 
OREFICE et al., 2016; PANITCH et al., 2002; WALTHER E HOHFELD, 1999). 
Apesar da administração subcutânea permitir o acesso do IFN-β à vários tipos 
celulares que expressam IFN-αβR1/2 e estão envolvidos com o 
desenvolvimento de dor e edema (p.ex. neurônios sensoriais, células 
endoteliais, mastócitos, fibroblastos) (GONZÁLEZ-NAVAJAS et al., 2012; 
PLATANIAS, 2005; STARK et al., 1998; WEERD E NGUYEN, 2012), não se 
conhecem os exatos mecanismos relacionados à dor e ao edema induzidos 
pelo IFN-β. 
O processo de percepção de estímulos nocivos (mecânicos, térmicos e 
químicos) que pode culminar, em humanos, em uma resposta dolorosa é 
denominado de nocicepção (também em animais). A nocicepção é mediada 
por células especializadas denominadas de nociceptores. Os nociceptores 
pertencem a basicamente duas classes de fibras sensoriais, as fibras do tipo 
Aδ e do tipo C. Fibras Aδ são responsáveis pela transdução de estímulos 
térmicos e mecânicos, e o fazem com velocidade média devido à sua fina 
mielinização, o que permite mediarem respostas dolorosas de forma mais 
rápida. As fibras C também são chamadas de polimodais por sua capacidade 
de transdução para estímulos de diferentes naturezas (mecânicos, térmicos e 
químicos), a qual acontece de forma mais lenta devido à não mielinização 
axonal dessas fibras. A capacidade de transdução dos nociceptores é regulada 
por diferentes receptores que se encontram co-expressos na membrana dessas 
células (APKARIAN et al., 2005; BASBAUM et al., 2009; DUBIN E 
PATAPOUTIAN, 2010; JULIUS E BASBAUM, 2001; SHERRINGTON, 1906; 
VAY et al., 2012; WOOD E PERL, 1999; WOOLF E MA, 2007). Considerando os 
efeitos adversos (dor em queimação, hiperalgesia mecânica cutânea e edema) 
apresentados pelos pacientes com esclerose múltipla devido ao tratamento 
subcutâneo com IFN-β, pode-se supor que estes poderiam estar sendo 
mediados pela ativação de fibras sensoriais que expressam os receptores de 
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potencial transitório vanilóide 1 (TRPV1) e de potencial transitório anquirina 
1 (TRPA1).  
Receptores TRPV1, assim como os receptores TRPA1, são canais de 
cátions não-seletivos amplamente envolvidos na transdução de uma grande 
variedade de estímulos nocivos (mecânicos, térmicos e químicos) e mediação 
de respostas dolorosas em diversas condições. O receptor TRPV1 é 
caracteristicamente conhecido por mediar a sensação de queimação em 
resposta à estimulação com capsaicina (vanilóide pungente da pimenta) e 
poderia, portanto, estar sendo ativado e promovendo a sensação de dor em 
queimação após a administração do IFN-β. De fato, citocinas como a IL-1β 
já foram mostradas como sendo capazes de diretamente ativar ou regular 
ativação dos receptores TRPV1. Além disso, receptores TRPA1 já foram 
caracterizados como sendo importantes transdutores de estímulos mecânicos, 
capazes inclusive de desencadear respostas hiperalgésicas, principalmente 
em condições inflamatórias (inflamação neurogênica) (BASBAUM et al., 2009; 
CATERINA et al., 1997, 2000; DUBIN E PATAPOUTIAN, 2010; GEPPETI et al., 
2008; HINMAN et al., 2006; JULIUS, 2013; STORY et al., 2003; TÓTH et al., 2014; 
VAY et al., 2012). Nessas condições, ocorre a liberação de neuropeptídeos 
(substância P, peptídeo relacionado ao gene da calcitonina – do inglês, 
CGRP) a partir de fibras nociceptivas e a produção de citocinas pró-
inflamatórias (IL1-β, IL-6, TNF-α) por células do sistema imune (residentes 
e recrutadas para o local da inflamação) que contribuem de forma conjunta 
para a sensibilização dos nociceptores e instalação de hiperalgesia 
(exacerbação de resposta dolorosa frente a estímulos nocivos), assim como 
para a produção de edema, o qual é desencadeado pelo aumento da 
permeabilidade vascular e extravasamento plasmático com acúmulo de 
liquido tecidual. De maneira interessante, a ablação de fibras sensoriais 
TRPV1+/TRPA1+ através da administração de doses crescentes de 
resiniferatoxina (RTX), potente agonista TRPV1, já foi demonstrada como 
sendo uma estratégia eficaz na prevenção de hiperalgesia e edema em 
modelos animais de inflamação neurogênica (BANDELL et al., 2004; 
BAUTISTA et al., 2006; CATERINA et al., 1997, 2000; FERNANDES et al., 2011; 
JORDT et al., 2004; McMAHON et al., 2015; McNAMARA et al., 2007; PINHO-
RIBEIRO et al., 2017; OBREJA et al., 2002; RIOL-BLANCO et al., 2014).  
Estudos na literatura já demonstraram que ambas subunidades do 
receptor do IFN-β, IFN-αβR1/2, encontram-se expressas em fibras 
nociceptivas TRPV1+, inclusive no gânglio da raiz dorsal (do inglês, DRG) e 
medula espinhal, tanto de humanos quanto de ratos e camundongos 
(GOSWAMI et al., 2014; LIU et al., 2016; TRÄNKNER et al., 2014). A dor no 
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local da injeção, como um efeito adverso relacionado a vários fármacos, já 
foi atribuída à ativação de receptores e TRPV1 e TRPA1 (FISCHER et al., 
2010; SCHILLERS et al., 2016). Além disso, pacientes que apresentam 
polimorfismos no gene que codifica a expressão do receptor TRPV1 parecem 
ter maior propensão ao desenvolvimento de dor após a injeção de IFN-β 
(BUTTARI et al., 2017).  
Alternativamente, outros mecanismos poderiam estar envolvidos na 
mediação da dor e edema promovidos pela administração subcutânea do IFN-
β. De fato, existem evidências na literatura de que as vias da proteína quinase 
C (do inglês, PKC) e dos canais de nucleotídeos cíclicos ativados por 
hiperpolarização (HCN) estão envolvidos na regulação de excitabilidade 
neuronal induzida por IFN-β em neurônios do sistema nervoso central (BIEL 
et al., 2009; GOUGH et al., 2008; REETZ et al., 2014; REDIG et al., 2009; 
TSANTOULAS et al., 2016; WAXMAN E ZAMPONI, 2014). 
A ativação de proteína quinase C, uma família de serina/treonina 
quinases, é um dos mecanismos pelos quais estímulos nocivos podem causar 
hiperalgesia. De fato, existem evidências da expressão de PKC em sítios de 
regulação do processo nociceptivo como: em neurônios aferentes primários, 
no corno dorsal da medula espinal, nas lâminas superficiais da medula 
espinal; assim como, em regiões supraespinais responsáveis pelo 
processamento de estímulos nociceptivos em dor, como a amigdala, ou do 
sistema descendente de analgesia, como a substância cinzenta periaquedutal. 
Além disso, tanto estudos in vitro quanto in vivo já demonstraram os efeitos 
pró-nociceptivos da ativação de PKC e os efeitos antinociceptivos dos 
inibidores de PKC, principalmente por processos de sensibilização periférica, 
mas também de sensibilização central (FERREIRA et al., 2005; VELÁZQUEZ 
et al., 2007; ZHAO et al., 2011).  
Canais HCN (HCN1-4) apresentam homologia estrutural aos canais de 
potássio, mas com menor seletividade aos íons K+, o que lhes confere a 
capacidade de produzir uma corrente de influxo despolarizante quando estão 
ativos no potencial de repouso das membras neuronais, e Dessa forma 
promovem aumento da excitabilidade neuronal, um fator importante na 
transmissão de informações nociceptivas e no desenvolvimento de 
hiperalgesia (TSANTOULAS et al., 2016). De fato, esses canais HCN se 
encontram expressos em neurônios sensoriais do sistema nervoso periférico, 
com destaque para canais HCN2, encontrados em abundância em fibras 
nociceptivas do tipo C e Aδ (ACOSTA et al., 2012; CHO et al., 2009; EMERY et 
al., 2011; KOURANOVA et al., 2008; TU et al., 2004); assim como para canais 
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HCN3, amplamente distribuídos em neurônios do DRG (CHAPLAN et al., 
2003; KOURANOVA et al., 2008; TIBBS et al., 2016; WENG et al., 2012). 
Adicionalmente, dados reportados na literatura evidenciam o potencial 
de IFNs do tipo I em modular a atividade dos receptors de glutamato tipo 
NMDA (NMDAR) no sistema nervoso central (Di FILIPPO et al., 2016; 
KESSING E TYOR, 2015). Os receptores de NMDA são receptores inotrópicos 
ativados por ácido glutâmico (glutamato) e NMDA com importante 
participação em processos nociceptivos tanto agudos quanto crônicos, assim 
como no desenvolvimento de hiperalgesia (BLEAKMAN et al., 2006; 
LARSSON e BROMAN, 2011; LIU et al., 2008; DU et al., 2003). Apesar do 
destaque que é dado ao papel de NMDAR na sensibilização central para a 
instalação e manutenção de estados de dor crônica, o NMDAR também 
participa da sensibilização periférica desencadeada por processos 
inflamatórios e dor aguda persistentes (BASBAUM et al., 2009). De fato, tanto 
o glutamato quanto o NMDA, quando injetados na pata de ratos e 
camundongos induzem hiperalgesia, enquanto antagonistas do NMDAR 
promovem efeitos anti-hiperalgésicos. De maneira interessante, a 
administração intraplantar de glutamato em camundongos também favorece 
o desenvolvimento de edema (BEIRITH et al., 2002; CAO et al., 2014; DU et al., 
2003; FERRARI et al., 2014; LARSSON e BROMAN, 2011). Não obstante, a 
cetamina, um antagonista NMDA, apresenta, além de seus efeitos na indução 
e manutenção de anestesia, efeito anti-hiperalgésico em modelos animais de 
dor inflamatória (ROMERO E DUARTE, 2013). A cetamina também é utilizada 
na clínica pela via subcutânea em condições de dor pós-cirúrgica e dor 
relacionada ao câncer (BENÍTEZ-ROSÁRIO et al., 2011; KHAJAVI et al., 2016). 
Além da possível participação de receptores TRPV1, TRPA1, PKC, 
canais HCN e receptores NMDA, uma outra alternativa a ser considerada 
como sendo responsável por mediar a hiperalgesia e edema induzidos pela 
aplicação subcutânea de IFN-β seria o papel de mastócitos e os efeitos 
desencadeados por seu processo de degranulação. Mastócitos são células 
imunes produzidas pela medula óssea e têm a capacidade de atravessar a 
parede vascular e rapidamente infiltrar tecidos, como a pele, em resposta a 
processos inflamatórios locais causados por lesão ou administração de 
agentes algogênicos (p.ex. administração subcutânea de citocinas ou 
prostaglandinas). Após ativação, mastócitos passam pelo processo de 
degranulação, no qual promovem a liberação de importantes mediadores pró-
inflamatórios e pró-nociceptivos como aminas biogênicas (histamina e 
serotonina), citocinas (IL-1, IL-6, IFNs, TNF), metabólitos lipídicos 
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(leucotrienos, prostaglandinas), assim como ATP, neuropeptídeos e óxido 
nítrico (CHATTERJEA E MARTINOV, 2015; GALLI et al., 2005; GURISH E 
BOYCE 2002; McNEIL et al., 2015; NORMAN et al., 2008; REN E DUBNER, 
2010; VERRI et al., 2006; WOOLF, 2010).  
A importante participação de mastócitos na regulação do processamento 
de informações nociceptivas em quadros fisiológicos (dor nociceptiva) e 
patológicos (dor crônica) está bem documentada na literatura. Mastócitos são 
encontrados em diversos tecidos, como na pele onde estão dispostos próximo 
às fibras sensoriais nociceptivas que são sensibilizadas, promovendo 
hiperalgesia, pelos produtos de degranulação mastocitária, que também 
promovem vasodilatação, facilitam infiltração celular e extravasamento 
plasmático, importantes processos da resposta edematogênica. As fibras 
nociceptivas quando ativadas e sensibilizadas liberam substância P, peptídeo 
relacionado ao gene da calcitonina (do inglês, CGRP), que intensificam a 
ativação e degranulação mastocitária, contribuindo para o quadro de 
inflamação neurogênica e instalação de hiperalgesia e edema (BARBARA et 
al., 2004; BIRÓ et al., 1998; BISCHOFF, 2007; FERJAN E LIPNIK-ŠTANGELJ, 
2013; KODA E MIZUMURA, 2002; REN E DUBNER, 2010; ROOSTERMAN et 
al., 2006; SANDKÜHLER, 2009; WOOLF, 2010; ZUO et al., 2003).  
Moléculas estabilizadoras de mastócitos, como o cromoglicato, já foram 
descritas como sendo capazes de prevenir o desenvolvimento ou reduzir a 
intensidade da hiperalgesia e edema em diferentes modelos animais de dor.  
Le Filliatre et al. e Parada et al (2001) mostraram que a estabilização de 
mastócitos com cromoglicato prevenia as respostas hiperalgésicas e 
edematogênica produzidas pela estimulação elétrica do nervo safeno de ratos 
e pela administração subcutânea de formalina na pata de ratos, 
respectivamente. O cromoglicato também foi eficaz em reduzir hiperalgesia 
e edema em um modelo animal de dor pós-cirúrgica (OLIVEIRA et al., 2011, 
2013). Esse perfil de resposta protetora contra hiperalgesia e edema também 
foi observado por Vicent et al. (2013) em um modelo animal de dor induzida 
por anemia falciforme. 
Até hoje não se conhecem os mecanismos envolvidos na mediação dos 
efeitos adversos locais, dor e edema, após a administração subcutânea do 
IFN-β. Além disso, esses efeitos adversos causam redução na qualidade de 
vida dos pacientes com esclerose múltipla, além de redução na adesão desses 
pacientes ao tratamento, que por vezes leva à substituição ou até mesmo 
descontinuação da terapia. Adicionalmente, não existe descrito na literatura 
um modelo animal no qual se possa investigar os possíveis mecanismos 
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responsáveis pela mediação de dor e edema em pacientes que fazem uso de 
IFN-β para o tratamento de esclerose múltipla. Portanto, fica estabelecida a 
importância do presente estudo que se propôs a caracterizar um modelo 
animal no qual se possa investigar os prováveis mecanismos envolvidos na 
promoção dos efeitos pró-nociceptivos e edematogênico da administração 
subcutânea do IFN-β, e assim identificar alvos farmacológicos para a 
proposição de alternativas terapêuticas de controle e minimização de tais 
efeitos adversos, e consequente  promoção de melhoria na qualidade de vida, 
assim como adesão à terapia, dos pacientes que fazem uso de IFN-β para o 
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3.1 OBJETIVO GERAL 
 
Caracterizar farmacologicamente um modelo animal de nocicepção e 
edema induzidos pela aplicação subcutânea de interferon-beta (IFN-β) em 
camundongos, e investigar os mecanismos envolvidos.   
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
a. Determinar o potencial de diferentes doses do IFN-β em promover 
dor e edema após injeção subcutânea em camundongos; 
 
b. Verificar se o IFN-α também é capaz de desencadear dor e edema 
após sua administração por via subcutânea em camundongos; 
 
c.  Investigar se o receptor para interferons do tipo I (IFN-αβR1/2) e a 
proteína janus quinase 1 (JAK1) participam da resposta dolorosa e 
edematogênica induzidas por IFN-β; 
 
d. Avaliar a possível participação de receptores TRPV1 e TRPA1 na 
dor e edema induzidos por IFN-β; 
 
e. Determinar se a dor e edema produzidos pela aplicação subcutânea 
do IFN-β é dependente de fibras nociceptivas periféricas TRPV1+/TRPA1+; 
 
f. Verificar se a dor e edema induzidos por IFN-β podem ser mediados 
por outras vias (PKC, canais HCN, receptores NMDA) e/ou tipos celulares  
(mastócitos) envolvidos no processo de nocicepção. 
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No presente estudo foram utilizados camundongos (Mus musculus) da 
linhagem C57BL/6-UFSC (20-30 g) com idade entre 8 a 12 semanas, 
provenientes do Biotério Setorial do Laboratório de Farmacologia 
Experimental (LAFEX) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). 
Também foram utilizados camundongos da linhagem A129S2/SvPas 
(selvagem e IFN-αβR1-/-; 20-30 g, com idade entre 8 a 12 semanas) oriundos 
do Biotério setorial do Laboratório de Imunobiologia das Doenças 
Infecciosas (LIDI) da UFSC. Todos os animais foram mantidos no Biotério 
Setorial do LAFEX e acondicionados em caixas acrílicas (3 a 6 
animais/caixa) com forração de serragem e com sistema de circulação de ar 
sob pressão positiva (micro-isoladores), sob condições de temperatura 
controlada (20 ± 2 ºC), ciclo claro/escuro de 12h (luzes acesas às 07:00h) e 
acesso à ração e água ad libitum. Todos os animais foram aclimatizados à 
sala de experimentação por pelo menos uma hora antes do início de cada 
experimento. Animais provenientes do Biotério Setorial do LIDI foram 
aclimatizados às condições locais do LAFEX por pelo menos uma semana 
antes que pudessem ser utilizados em experimentos.  
 
Com o intuito de reduzir o número total de animais utilizados ao final do 
presente estudo, o N amostral foi calculado com base em um experimento 
piloto considerando os limiares obtidos no teste de von Frey (página 42) 
como desfecho primário para os testes comportamentais. No cálculo da 
amostragem foram utilizados os seguintes parâmetros: desvio padrão 
(0,3248), diferença a ser detectada (0,6), nível de significância (5%), poder 
do teste (90%) e teste de hipótese (bicaudal). O tamanho da amostra foi 
calculado através do teste t de Student, e revelou um N de 6 animais por grupo 
experimental (ARMITAGE E BERRY, 1987). Após a devida numeração dos 
animais a composição dos grupos experimentais foi feita através de alocação 
randomizada com auxílio do website random.org.  
 
Os experimentos realizados neste estudo foram conduzidos de acordo 
com as diretrizes Animal Research and Reporting of In Vivo Experiments 
(ARRIVE) (KILKENNY et al., 2010), e foram aprovados pelo Comitê de Ética 




4.2 FÁRMACOS E REAGENTES 
 
IFN-β recombinante de camundongo foi obtido da Sigma-Aldrich 
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Para mimetizar a formulação que é 
utilizada na prática clínica, IFN-β foi diluído em uma solução contendo 0,8 
mg de albumina bovina sérica (BSA, do inglês Bovine Serum Albumin) 
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), 10,9 mg de manitol (Synth, 
Diadema, SP, BR) e 0,16 mg de acetato de sódio preparada com solução 
salina isotônica estéril (NaCl 0,9%). A partir da solução estoque de IFN-β 
(1x105 UI) foram preparadas 10 alíquotas de 100 µl na concentração de 1x104 
UI e as mesmas foram acondicionadas no freezer a -80ºC até o momento de 
uso. IFN-α recombinante de camundongo foi adquirido da PBL Assay 
Science (Piscataway, NJ, USA), e uma alíquota (1x10³ UI) foi gentilmente 
cedida pelo Prof. André Báfica (LIDI).  
 
Os compostos SB-366791 (antagonista do receptor TRPV1) e GF-
109203X (inibidor da PKC) foram obtidos da Tocris Bioscience (Baldwin, 
USA), e o HC-030031 (antagonista do receptor TRPA1) foi obtido da Sigma-
Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). As soluções estoques dessas 
drogas foram preparadas em solução de DMSO 5% e acondicionadas a 5-
8ºC, -20ºC e temperatura ambiente, respectivamente, até o momento de nova 
diluição (em NaCl 0,9%) para uso. PF-04965842 (inibidor de JAK 1), 
ivabradina (inibidor de canais HCN), capsaicina e resiniferatoxina (agonistas 
TRPV1) foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, 
USA). A solução estoque de PF-04965842 foi preparada em DMSO 10% e 
acondicionada em temperatura ambiente. As soluções estoque de ivabradina, 
capsaicina e resiniferatoxina foram preparadas em solução salina e mantidas 
à temperatura de 5-8ºC (ivabradina) e -20ºC (capsaicina e resiniferatoxina, 
RTX). Cloridrato de cetamina 10% foi obtido da Syntec (Santana de 
Parnaíba, SP, BR) e foi diluído para uso em solução salina. Terbutalina, 
atropina e aminofilina, utilizadas no preparo do coquetel de proteção contra 
falência respiratória, foram obtidas da Hipolabor Farmacêutica (Belo 
Horizonte, MG, BR), Hypofarma (Ribeirão das Neves, MG, BR) e Teuto 
(Anápolis, GO, BR), respectivamente. O anestésico local EMLA® foi obtido 
da AztraZeneca (Cambridge, Inglaterra, UK).  
 
Os iniciadores (do inglês, primers) utilizados para genotipagem dos 
animais da linhagem A129S2/SvPas foram obtidos da Integrated DNA 
Technologies (Coralville, IA, USA). As sequências dos iniciadores ((Sentido 
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– 9850) 5’ CGAGGCGAAGTGGTTAAAAG 3’; antisentido para o tipo 
selvagem (9851) 5’ AGCGATCAACCTCATTCCAC 3’; e antisentido para 
o tipo mutante (olmR8963) 5’AATTCGCCACTGACAAGACG 3’) foram 
obtidas a partir do website do The Jackson Laboratory (https://www.jax.org/). 
Os deoxionucleotídeos trifosfatados (dNTPs) utilizados na reação de PCR 
foram obtidos da Invitrogen (Carlsbad, CA, USA), e a Taq DNA polimerase 
da Promega (Madison, WI, USA). 
 
4.3 AVALIAÇÃO COMPORTAMENTAL NOCICEPTIVA E DE 
EDEMA 
 
4.3.1 TESTE DE VON FREY – HIPERALGESIA MECÂNICA  
 
O teste de von Frey (método up-down) para avaliação do 
desenvolvimento de hiperalgesia mecânica foi utilizado, com algumas 
modificações, conforme metodologia previamente descrita (CHAPLAN et al., 
1994). 
 
Brevemente, os animais foram acondicionados em uma plataforma 
elevada com assoalho em grade para permitir acesso às suas patas e foram 
individualmente alocados em divisórias de acrílico. Foi permitido aos 
animais um período de ambientação ao aparato de pelo menos 30 minutos 
(ou até que o comportamento exploratório natural tivesse cessado) antes do 
início da avaliação. As medidas foram realizadas com a utilização de 
filamentos de von Frey calibrados com diferentes forças (0,008/ 0,02/ 0,07/ 
0,16/ 0,4/ 1,0/ 2,0/ 4,0 g). Os filamentos foram individualmente aplicados 
(inicialmente filamento 0,4 g) na superfície plantar da pata traseira direita 
(ipsilateral) dos animais conforme ilustrado na Figura 3. Os comportamentos 
de levantar, chacoalhar ou lamber da pata foram consideradas repostas 
positivas frente à estimulação mecânica com o filamento aplicado, e após 
pelo menos 60 segundos um novo filamento de menor força (ex. 0,16 g) foi 
aplicado. Quando da ausência de resposta positiva, seguiu-se a utilização de 
um filamento de maior força (ex. 1,0 g). Esse protocolo prosseguiu até o final 
de seis aplicações ou até que fossem observadas quatro consecutivas 
respostas positivas ou negativas. Os resultados do teste de von Frey foram 
expressos como limiar de retirada da pata 50% (g), calculados conforme 




Figura 3 – Diagrama do procedimento para aplicação de filamentos no teste 














Fonte: O autor. 
 
4.3.1.2 TESTE DE VON FREY – COMPORTAMENTO 
NOCICEPTIVO EVOCADO:  ESCORE DE GUARDA DA PATA PÓS-
VON FREY 
 
O comportamento nociceptivo evocado de guarda da pata foi avaliado 
conforme protocolo previamente descrito (XU E BRENNAN, 2010), levando 
em consideração algumas modificações. Sucintamente, animais foram 
observados cinco vezes durante um minuto logo após a aplicação de um dos 
filamentos de von Frey. Ao final de cada observação os animais receberam 
um escore (0-3) de acordo com o posicionamento da pata ipsilateral (local da 
injeção – pata direita) mais predominante em relação ao assoalho da 
plataforma. Escore 0 – animais permaneceram com a região plantar da pata 
ipsilateral totalmente pressionada contra o assoalho de grade; escore 1 – 
animais permaneceram com a pata ipsilateral parcialmente pressionada 
contra o assoalho de grade, em posição lateral ou em forma de concha; escore 
2 – animais permaneceram com a pata ipsilateral totalmente recolhida do 
assoalho de grade, geralmente junto à lateral do corpo; escore 3 – animais 
permaneceram com a pata totalmente recolhida do assoalho e apresentaram 
comportamento de lambida da pata. Os dados decorrentes dessas cinco 
observações foram expressos como somatório do Escore de guarda da pata 
pós-von Frey (∑). 
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4.3.2 MENSURAÇÃO DA ESPESSURA DA PATA – 
DESENVOLVIMENTO DE EDEMA  
 
A mensuração da espessura da pata ipsilateral dos animais foi utilizada 
como indicativo do desenvolvimento de edema local após a administração 
dos tratamentos (NAIDU et al., 2010). As mensurações foram realizadas com 
o auxílio de um paquímetro digital (Western Pro®, resolução: 0.1mm/0.01; 
exatidão: 0.3mm/0.01) em diferentes tempos pós-tratamento (0.5, 1, 2, 4, 8, 
24 e 48h). Os valores das mensurações obtidos em diferentes tempos foram 
subtraídos dos valores basais, obtidos 24h antes, e foram expressos como ∆ 
da espessura da pata (mm). 
 
4.4 ABLAÇÃO DE NERVOS SENSORIAIS POR 
RESINIFERATOXINA (RTX) 
 
A utilização de RTX (agonista TRPV1), para promover a ablação de 
nervos sensoriais que expressam receptores TRPV1 e TRPA1 
(TRPV1+/TRPA1+), foi conduzida com base no protocolo previamente 
descrito na literatura (HELYES et al., 2004; RIOL-BLANCO et al., 2014), 
considerando-se algumas adaptações feitas com o intuito de minimizar a 
mortalidade entre os animais. Brevemente, os animais foram aleatoriamente 
distribuídos em dois grupos (RTX+ e RTX-) e submetidos a três dias 
consecutivos de tratamento com RTX ou veículo (solução salina) (Figura 9) 
conforme o seguinte esquema: dia 1 – RTX (15 µg/kg; s.c.; 2x/dia); dia 2 – 
RTX (35 µg/kg; s.c.; 2x/dia); dia 3 – RTX (50 µg/kg; s.c.; 2x/dia). Para 
minimizar a ocorrência de mortalidade, foi realizada a administração de um 
coquetel de proteção (terbutalina – 0.5 mg/ml; atropina – 1 mg/ml; 
aminofilina – 240 mg/5ml; 0,1 ml/10 g de peso do animal – i.p.) contra 
falência respiratória, imediatamente e somente, após o primeiro tratamento 
com RTX no dia 1. Para confirmação da ablação dos neurônios 
TRPV1+/TRPA1+, foram realizados o teste de limpeza do olho, teste da 
acetona e teste de Hargreaves. 
 
4.4.1 TESTE DE LIMPEZA DO OLHO – PERDA DE 
SENSIBILIDADE À CAPSAICINA  
 
Para confirmação da ablação dos neurônios sensoriais TRPV1+/TRPA1+, 
uma semana após o primeiro tratamento com RTX ou solução salina, os 
animais foram submetidos ao teste de limpeza do olho frente à estimulação 
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com solução salina ou capsaicina (50 µl – 100 µM), conforme descrito 
previamente (BRITTAIN et al., 2011; FARIZAFARD et al., 2005), levando em 
consideração algumas adaptações. Após aplicação das soluções, os animais 
foram alocados embaixo de um funil de vidro transparente, observados 
durante um minuto e o número de comportamentos de limpeza do olho (do 
inglês, eye-wiping) foi registrado. Todos os animais inicialmente receberam 
aplicação corneal de solução salina, e depois de cinco minutos receberam a 
aplicação de capsaicina. Os resultados foram expressos como Nº de 
comportamentos de limpeza do olho. 
 
4.4.2 TESTE DA ACETONA – PERDA DE SENSIBILIDADE 
NOCICEPTIVA A ESTIMULO TÉRMICO FRIO  
 
Para verificação da perda de sensibilidade nociceptiva à estimulo térmico 
frio e confirmação da ablação dos neurônios sensoriais TRPV1+/TRPA1+ 
pelo tratamento com resiniferatoxina (RTX), os animais foram submetidos 
ao teste da acetona que foi realizado com base em metodologia anteriormente 
descrita (MINETT et al., 2011), e implementação de algumas modificações. 
Brevemente, os animais foram trazidos para sala de experimentos pelo menos 
uma hora antes do início da avaliação comportamental para devida 
aclimatização. Posteriormente, os animais foram individualmente alocados 
em divisórias de acrílico dispostas uma plataforma elevada (a mesma 
utilizada para o teste de von Frey) e lhes foi permitido 30 minutos de 
ambientação antes do início do teste. O teste consistiu na aplicação, com o 
auxílio de uma micropipeta, de 50 µl de acetona (PA) na região plantar da 
pata direita traseira (ipsilateral) dos animais. Após a aplicação da acetona, 
animais foram observados durante um minuto e o tempo que dispensaram 
exibindo comportamentos nociceptivos (elevação constante, chacoalhar e 
lamber da pata) foi registrado com o auxílio de um cronômetro, e os dados 
foram expressos com Comportamento nociceptivo em segundos (s). Os 
animais foram submetidos ao teste da acetona 24 horas antes (Basal I – BI) e 
21 dias após (Basal II – BII) o primeiro tratamento com RTX. 
 
4.4.3 TESTE DE HARGREAVES – PERDA DE SENSIBILIDADE 
NOCICEPTIVA A ESTIMULO TÉRMICO QUENTE  
 
A avaliação da perda de sensibilidade nociceptiva à estímulo térmico 
quente em animais submetidos ao protocolo de ablação sensorial (neurônios 
TRPV1+/TRPA1+) foi realizada através do teste de Hargreaves, conforme 
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previamente descrito na literatura (HARGREAVES et al., 1988; AUSTIN et al., 
2012), considerando algumas modificações. Sucintamente, o teste de 
Hargreaves consistiu na estimulação da região plantar da pata direita traseira 
(ipsilateral) dos animais com uma fonte radiante de luz infravermelha (calor) 
através de uma plataforma com cobertura de vidro acrílico. Os animais foram 
contidos pela mão do experimentador e a fonte radiante (Ugo Basile®) 
posicionada logo abaixo da pata ipsilateral e, quando o animal estava imóvel, 
a fonte foi ligada e a latência em segundos (s) para que o animal elevasse, 
chacoalhasse ou retirasse a pata da direção da fonte de calor foi 
automaticamente registrada pelo aparelho. Um limite de 20 segundos de 
estimulação foi estabelecido para evitar danos teciduais nas patas dos 
animais. Os animais passaram por pelo menos duas sessões de aclimatização, 
com uma hora de duração, às condições experimentais para minimizar os 
níveis de estresse no momento do teste. Os dados foram expressos como 
Latência (s). Os animais foram submetidos ao teste de Hargreaves 24 horas 
antes (Basal I – BI) e 21 dias após (Basal II – BII) o primeiro tratamento com 
RTX. 
 
4.5 GENOTIPAGEM DE CAMUNDONGOS 129S2/SvPas (selvagem e 
IFN-αβR1-/-) 
 
4.5.1 ISOLAMENTO DO DNA TOTAL DA CAUDA DE 
CAMUNDONGOS  
 
 A cauda dos camundongos foi coletada ao final da realização dos 
experimentos logo após ortoeutanásia, e foi armazenada em tubos de 1,5 ml 
à -80C até o momento da extração. Fragmentos de aproximadamente 2 mm 
foram digeridos por lise alcalina, pela adição de 75 µl da solução de digestão 
(25 mM NaOH e 0,2 mM de EDTA, pH 12), e incubados por 1 h a 98C em 
banho seco. Posteriormente, os tubos foram incubados em gelo por 2 
minutos, e então foi adicionado 75 µl da solução de neutralização (40 mM 
Tris-HCl, pH 5). Os tubos foram centrifugados por 3 minutos a 4.000 rpm e 
o sobrenadante coletado (TRUETT et al., 2000). A concentração e pureza do 
produto da extração foram avaliadas através de espectrofotometria a 260 e 
280 nm em equipamento NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific). O DNA 
extraído foi estocado a -20C até o uso. 
 
4.5.2 AMPLIFICAÇÃO DOS FRAGMENTOS GÊNICOS VIA 
REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) 
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 Os ácidos nucleicos extraídos conforme protocolo descrito acima foram 
utilizados como molde para amplificar, via reação em cadeia da polimerase 
(do inglês, PCR), os fragmentos característicos para genotipagem dos 
camundongos 129S2/SvPas (selvagem e IFN-αβR1-/-). Para tal, foram 
utilizados os seguintes iniciadores: Comum (Sentido – 9850) 5’ 
CGAGGCGAAGTGGTTAAAAG 3’, antisentido para o tipo selvagem 
(9851) 5’ AGCGATCAACCTCATTCCAC 3’ e antisentido para o tipo 
mutante (olmR8963) 5’AATTCGCCACTGACAAGACG 3’. 
 
Os três iniciadores para PCR foram combinados em reações contendo: 
30 ng do DNA total, 0,5 pmol de cada um dos três iniciadores, 200 μM de 
dNTP, 1,5 mM de MgCl2, e 1 unidade de Taq DNA polimerase em tampão 
apropriado. As reações foram compostas de uma etapa de desnaturação do 
DNA a 94C durante 2 minutos. Subsequentemente, foram realizados 10 
ciclos com as etapas de desnaturação (94C/20 segundos), ligação dos 
iniciadores a sequência alvo (65C/15 segundos, com decréscimo de 
0,5C/ciclo) e elongação da cadeia de DNA pela polimerase (68C/10 s). 
Posteriormente, foram realizados mais 28 ciclos com os seguintes passos: 
94C/15 segundos, 60C/15 segundos e 72C/10 segundos. Ao término 
destes ciclos, as amostras foram submetidas a uma extensão final da cadeia 
de DNA a 72 °C/2 minutos. Estes passos foram realizados em um 
termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems). Os produtos da 
amplificação obtidos foram revelados em géis de agarose (2%), corados por 
brometo de etídio (1 µg/ml) e registrados digitalmente. 
 
4.6 DESENHOS EXPERIMENTAIS 
 
Todos os experimentos foram realizados entre uma hora após o início do 
ciclo claro e uma hora antes do início do ciclo escuro aos quais os animais 
estavam submetidos (08:00-18:00h; 09:00-19:00 – horário de verão). 
Animais foram aclimatizados às condições experimentas pelo menos 24 
horas antes do início dos experimentos, marcado pela determinação das 
medidas basais dos animais com relação aos parâmetros avaliados. Para 
garantir a reprodutibilidade dos dados, todos os experimentos foram 
realizados em 2-3 blocos até que o N experimental de cada grupo estivesse 
completo. Os animais foram sempre aleatoriamente distribuídos entre os 
grupos experimentais, e o experimentador foi sempre mantido “cego” com 
relação aos tratamentos administrados e/ou genótipos dos animais até o fim 
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de cada experimento, quando o cegamento foi quebrado para a realização das 
análises estatísticas.  
 
4.6.1 EXPERIMENTO I – INVESTIGAÇÃO DOS EFEITOS PRÓ-
NOCICEPTIVOS E EDEMATOGÊNICO DO INTERFERON-BETA 
(IFN-β) 
 
Neste primeiro bloco experimental foram realizados experimentos para 
a determinação da curva dose-resposta e do decurso temporal dos potenciais 
efeitos pró-nociceptivos e edematogênico do interferon-beta (IFN-β). 
Animais foram submetidos ao teste de von Frey, teste de guarda da pata e 
aferição de espessura da pata direita traseira (ipsilateral) para estabelecimento 
de suas medidas basais, 24 h (D0) horas antes da administração do IFN-β. 
Após determinação das medidas basais, os animais foram aleatoriamente 
distribuídos em quatro grupos experimentais (veículo, IFN-β 1x10², IFN-β 
3x10², IFN-β 1x10³; 10 µl – s.c.). Após a administração dos tratamentos (D1), 
na região plantar da pata ipsilateral pela via subcutânea (s.c.), animais foram 
submetidos aos testes de von Frey, guarda da pata e aferição da espessura da 
pata ipsilateral nos tempos de 30 minutos, 1, 2, 3, 4, 8, 24 e 48 horas (Figura 
4). A dose de IFN-β, assim como os tempos de avaliação e intervenção para 
os próximos experimentos foram escolhidos com base neste primeiro bloco 
experimental.  
 
As doses (1x10², 3x10², 1x10³ UI/sítio; s.c.) testadas neste primeiro bloco 
experimental foram determinadas com base no estudo de Tuohy et al. (2000), 
no qual o potencial efeito benéfico do IFN-β em retardar a progressão da 
encefalomielite autoimune em um modelo animal (camundongo) de esclerose 
múltipla. Como uma forma de mimetizar as condições de uso do IFN-β no 
ambiente clínico de tratamento da esclerose múltipla, a via subcutânea (s.c.), 
na região plantar da pata ipsilateral dos animais, foi utilizada para as 
administrações nos animais no presente estudo. Além disso, o veículo 
utilizado para diluição do IFN-β e administração no grupo veículo foi o 
mesmo utilizado na formulação comercial do IFN-β (Rebif®). Não obstante, 
cálculos alométricos para ajuste de dose foram conduzidos para que os 
animais recebessem doses proporcionalmente compatíveis com àquelas 
utilizadas por pacientes no tratamento da esclerose múltipla (JANKOVIC, 
2010; KAGAN et al., 2010; PACHALY, 2006; SHARMA E McNEILL, 2009; 




Figura 4 – Desenho experimental I: investigação dos efeitos pró-




















 Legenda – B (Basal); D (Dia); H (horas); UI (Unidades Internacionais).                           
Fonte: O autor. 
 
4.6.2 EXPERIMENTO II – INVESTIGAÇÃO DOS EFEITOS PRÓ-
NOCICEPTIVOS E EDEMATOGÊNICO DO INTERFERON-ALFA 
(IFN-α) 
 
Os experimentos neste segundo bloco experimental foram conduzidos 
para investigar se um segundo IFN do tipo I, IFN-α (PLATANIAS, 2005), 
poderia apresentar potenciais efeitos pró-nociceptivos e edematogênico. Os 
animais foram novamente submetidos ao teste de von Frey, teste de guarda 
da pata e aferição de espessura da pata direita traseira (ipsilateral) para 
estabelecimento de suas medidas basais no D0, e foram distribuídos em dois 
grupos experimentais (veículo e IFN-α – 1x10³ UI/sítio). No D1, animais 
receberam administração de IFN-α (10 µl – 1x10³ UI/sítio; s.c.) e se seguiu a 
realização da avaliação pelos testes de von Frey, guarda da pata e aferição da 
espessura da pata ipsilateral nos tempos de 30 minutos, 1, 2, 3, 4, 8, 24 e 48 
horas pós-administração de IFN-α (Figura 5).  
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Figura 5 – Desenho experimental II: investigação dos efeitos pró-

























 Legenda – B (Basal); D (Dia); H (horas); UI (Unidades Internacionais). 
Fonte: O autor. 
 
4.6.3 EXPERIMENTO III – INVESTIGAÇÃO DO ENVOLVIMENTO 
DO RECEPTOR DE INTERFERONS DO TIPO I, IFN-αβR1, NOS 
EFEITOS HIPERALGÉSICOS E EDEMATOGÊNICO DO IFN-β 
 
Este terceiro bloco de experimentos buscou avaliar se os efeitos 
hiperalgésicos e edematogênico pela administração subcutânea de IFN-β 
poderiam estar sendo mediados pela ligação do IFN-β ao seu receptor, IFN-
αβR1, e decorrente ativação de sua cascata de sinalização (PLATANIAS, 
2005). Para isso, foram utilizados animais da linhagem A129S2/SvPas dos 
tipos selvagem (IFN-αβR1+/+) e knockout (IFN-αβR1-/-). As medidas basais 
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foram aferidas no D0 e os animais foram distribuídos em dois grupos 
experimentais (selvagem e IFN-αβR1-/-); e no D1 os animais receberam a 
administração de IFN-β (10 µl – 1x10³ UI/sítio; s.c.). Nos experimentos 
realizados anteriormente, os animais apresentaram os efeitos hiperalgésicos 
e edematogênico até 24 horas após administração de IFN-β, neste bloco 
experimental os animais foram avaliados apenas até o tempo de 24 horas 
(Figura 6). 
 
Figura 6 – Desenho experimental III: investigação do envolvimento do 
receptor de interferons do tipo I, IFN-αβR1, nos efeitos hiperalgésicos e 






















 Legenda – B (Basal); D (Dia); H (horas); UI (Unidades Internacionais).                          
Fonte: O autor. 
 
4.6.4 EXPERIMENTO IV – INVESTIGAÇÃO DO PAPEL DA 
SINALIZAÇÃO VIA JAK1 NOS EFEITOS HIPERALGÉSICOS E 
EDEMATOGÊNICO DO IFN-β 
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Com o intuito de investigar se a sinalização intracelular clássica 
desencadeada pelo IFN-β (PLATANIAS, 2005) poderia estar mediando seus 
efeitos hiperalgésicos e edematogênico, o inibidor de JAK1, PF-04965842, 
foi utilizado como pré-tratamento. A aferição das medidas basais foi 
realizada em D0 e os animais foram então distribuídos em dois grupos 
experimentais, grupo veículo (DMSO 0,1% – 10 µl/sítio; s.c.) e grupo PF-
04965842 (10 µl – 300 pmol/sítio; s.c.). No D1, o tratamento com PF-
04965842 foi realizado 15 minutos antes da administração de IFN-β (1x10³ 
UI/sítio; s.c.). Com base nos decursos temporais observados nos 
experimentos anteriores, os tempos de meia e 2 horas após a administração 
de IFN-β foram escolhidos como pontos de checagem onde os animais foram 
submetidos aos testes de von Frey, guarda da pata e aferição da espessura da 
pata ipsilateral (Figura 7). A dose de PF-04965842 utilizada nestes 
experimentos foi calculada com base em estudos realizados em modelos 
animais (camundongos) de doença do enxerto contra o hospedeiro (CHOI et 
al., 2014), no qual o inbidor de JAK1 ruxolitinibe foi testado, e com base na 
IC50 do PF-04965842 (29 nM) e do ruxolitinibe (2.8 nM). 
 
Figura 7 – Desenho experimental IV: investigação do papel da sinalização 


















  Legenda – B (Basal); D (Dia); H (horas); UI (Unidades Internacionais); 
Min. (minutos). Fonte: O autor. 
61 
 
4.6.5 EXPERIMENTO V – INVESTIGAÇÃO DA PARTICIPAÇÃO 
DOS RECEPTORES TRPV1 E TRPA1 NA HIPERALGESIA E 
EDEMA CAUSADOS PELO IFN-β 
 
Como forma de avaliar a possível participação dos receptores TRPV1 e 
TRPA1 nos efeitos hiperalgésicos e edematogênico do IFN-β, os fármacos 
SB-366791 e HC-030031, antagonistas TRPV1 e TRPA1 respectivamente, 
foram utilizados como pré-tratamento. Após a realização das medidas basais 
no D0, os animais foram aleatoriamente divididos em três grupos 
experimentais: grupo veículo (DMSO 0,1% – 10 µl/sítio; s.c.), grupo SB-
366791 (10 µl – 1 nmol/sítio; s.c.) e grupo HC-030031 (10 µl – 3 nmol/sítio; 
s.c.). Os pré-tratamentos foram realizados no D1 15 minutos antes da 
administração do IFN-β (1x10³ UI/sítio; s.c.). Novamente, os animais foram 
submetidos à avaliação nos testes de von Frey, guarda da pata e aferição da 
espessura da pata ipsilateral nos tempos de 30 minutos e 2 horas após a 
administração do IFN-β (Figura 8). As doses de SB-366791 e HC-030031 
utilizadas neste bloco experimental foram escolhidas com base em trabalhos 
prévios do nosso grupo de pesquisa (FERREIRA et al., 2005; HOFFMEISTER 






















Figura 8 – Desenho experimental V: investigação da participação dos 



















Legenda – B (Basal); D (Dia); H (horas); UI (Unidades Internacionais); Min. 
(minutos). Fonte: O autor. 
 
4.6.6 EXPERIMENTO VI – INVESTIGAÇÃO DO ENVOLVIMENTO 
DE NEURÔNIOS SENSORIAIS TRPV1+/TRPA1+ NA 
HIPERALGESIA E EDEMA CAUSADOS PELO IFN-β 
 
Para investigar a participação de neurônios sensoriais TRPV1+/TRPA1+ 
na hiperalgesia e edema causados pelo IFN-β, e para tal, os animais utilizados 
foram previamente submetidos ao protocolo de ablação de neurônios 
sensoriais pelo tratamento sistêmico com resiniferatoxina (RTX), conforme 
previamente descrito no item 4.4 do presente documento. As medidas basais 
dos animais utilizados nestes experimentos foram tomadas 24 horas antes do 
primeiro tratamento com RTX ou veículo (solução salina 0,9%) (Basal I – 
BI) e 24 horas antes da aplicação do IFN-β (Basal II – BII), para fins de 
comparação. As medidas de BII foram realizadas no D15 e os animais foram 
aleatoriamente distribuídos entre os grupos RTX+ (sofreu ablação) e RTX- 
(sem ablação) condições para as quais o experimentador foi posteriormente 
“cegado”. No D16, animais receberam a administração de IFN-β (1x10³ 
63 
 
UI/sítio; s.c.), e as avaliações pelos testes de von Frey, guarda da pata e 
aferição da espessura da pata ipsilateral foram realizadas nos tempos de 30 
minutos, 2, 4, 8 e 24 horas após a administração de IFN-β (Figura 9).  
 
Figura 9 – Desenho experimental VI: investigação do envolvimento de 





















 Legenda – B (Basal); D (Dia); H (horas); UI (Unidades Internacionais). 
Fonte: O autor. 
 
4.6.7 EXPERIMENTO VII – INVESTIGAÇÃO DE POSSÍVEIS 
MECANISMOS ALTERNATIVOS ENVOLVIDOS NA 
HIPERALGESIA E EDEMA CAUSADOS PELO IFN-β 
 
Com o objetivo de tentar identificar mecanismos alternativos que possam 
estar envolvidos nos efeitos hiperalgésicos os seguintes fármacos foram 
utilizados como pré-tratamento: GF-109203X (inibidor de PKC), cetamina 
(antagonista NMDA), ivabradina (inibidor de canais HCN) e cromoglicato 
(estabilizador de mastócitos). Após a realização das medidas basais no D0, 
os animais foram aleatoriamente distribuídos em cinco grupos experimentais: 
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veículo (DMSO 0,1% – 10 µl/sítio; s.c.), GF-109203X (10 µl – 0,3 
nmol/sítio; s.c.), cetamina (10 µl – 100 nmol/sítio; s.c.), ivabradina (10 µl – 
1 nmol/sítio; s.c.) e cromoglicato (10 µl – 4 nmol/sítio; s.c.). Os animais 
receberam os tratamentos no D1 15 minutos antes da administração do IFN-
β (1x10³ UI/sítio; s.c.), e as medidas para os parâmetros avaliados foram 
realizadas meia e 2 horas após a injeção de IFN-β. As doses utilizadas dos 
fármacos foram escolhidas com base em estudos prévios do nosso grupo de 
pesquisa e/ou disponíveis na literatura (DAVIDSON E CARLTON, 1998; 
FERREIRA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2013; ZHOU et al., 2015). 
 
Figura 10 – Desenho experimental VII: investigação de possíveis 

























Legenda – B (Basal); D (Dia); H (horas); UI (Unidades Internacionais); Min. 




4.7 DESTINO DOS ANIMAIS 
 
Ao final dos experimentos, os animais foram encaminhados para o 
biotério setorial do Departamento de Farmacologia onde foram submetidos à 
ortoeutanásia em câmara de CO2. Quando esta alternativa não foi possível, 
os animais foram submetidos à ortoeutanásia pelo método de deslocamento 
cervical. A confirmação da morte dos animais foi realizada pela verificação 
da ausência de movimentos torácicos e sinais de respiração, ausência de 
batimentos cardíacos e pulso, e perda do reflexo corneal (CONCEA, 2013). 
 
4.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Os dados obtidos no presente estudo estão apresentados como média ± 
erro padrão da média (E.P.M.) de 5-6 animais por grupo experimental, 
conforme indicado na legenda das figuras. O teste de Grubbs foi utilizado 
para a verificação da existência de valores outliers entre os dados, e os valores 
identificados como tal foram excluídos das análises estatísticas. O teste de 
Grubbs foi realizado em uma plataforma virtual disponível online 
(https://graphpad.com/quickcalcs/grubbs1/). As análises estatísticas foram 
realizadas por meio das análises de variância (ANOVA) de uma ou duas vias, 
com ou sem medidas repetidas, seguidas pelos testes post-hoc de Dunnett 
e/ou Sidak conforme necessário. O nível de diferença estatística foi 
considerado significativo quando os valores de P encontrados foram menores 
que 0.05 (P<0.05). Todas as análises dos dados, assim como a confecção dos 
gráficos, foram realizadas com auxílio do programa GraphPad Prism 7® (La 




5.1 EFEITOS PRÓ-NOCICEPTIVOS E EDEMATOGÊNICO DO 
INTERFERON-BETA (IFN-β) 
 
A injeção subcutânea (s.c.), na região plantar da pata ipsilateral dos 
animais, do IFN-β (3x10² e 1x10³ UI/sítio) promoveu, de forma significativa, 
uma rápida e duradoura redução no limiar de retirada da pata 50% (g) dos 
animais (hiperalgesia mecânica) quando comparados ao grupo veículo e 
valores basais (Figura 11, painéis A e B). A resposta hiperalgésica inicial foi 
observada meia hora após a administração de IFN-β, com efeito máximo 
entre 1 e 4 horas. A hiperalgesia mecânica perdurou por 24 horas, quando 
comparado ao grupo veículo (Figura 11, painel A). 
 
Também foi possível observar um significativo aumento no 
comportamento nociceptivo evocado, pela aplicação dos filamentos de von 
Frey, dos animais que receberam diferentes doses de IFN-β (1x10², 3x10², 
1x10³ UI/sítio; s.c.), quando estes foram avaliados no teste de guarda da pata, 
e em comparação ao grupo veículo, assim como quanto aos valores basais 
(Figura 11, painéis C e D). Novamente, observou-se o início do efeito 
hiperalgésico do IFN-β 30 minutos após sua administração, permanecendo 
constante por até oito horas e perdurando por até 24 horas (Figura 11, painel 
C). Além disso, a administração do veículo, por si só, também promoveu uma 
elevação no escore de nocicepção evocada em relação aos valores basais; 
porém, com menor intensidade quando comparada ao IFN-β.  
 
Um significativo potencial edematogênico do IFN-β apenas foi 
observado em animais que receberam a dose de 1x10³ UI/sítio, quando estes 
foram comparados aos animais que receberam veículo (Figura 11, painéis E 
e F). O desenvolvimento de edema nos animais tratados com IFN-β (1x10³ 
UI/sítio) seguiu o mesmo decurso temporal observado nos demais parâmetros 
avaliados, com resposta edematogênica inicial aos 30 minutos, e edema 
máximo duas horas após a injeção do IFN-β. No entanto, o edema perdurou 
por até 48 horas quando comparado aos valores basais. Ainda assim, 
diferença significativa em comparação ao grupo veículo apenas foi verificada 
até 24 horas após a administração do IFN-β (Figura 11, painel E). 
 
Neste primeiro bloco de experimentos, o IFN-β induziu hiperalgesia 









Adicionalmente, o efeito inicial do IFN-β foi observado 30 minutos após sua 
administração, com picos de resposta após duas horas. Com base nisso, os 
próximos experimentos foram realizados utilizando a dose de 1x10³ UI/sítio 
e as medidas dos parâmetros avaliados foram efetuadas nos tempos de 30 































Figura 11 – Efeito pró-nociceptivo e edematogênico da administração 
subcutânea (s.c.) do interferon-beta (IFN-β; 10 µl – 1x10², 3x10² e 1x10³ 
UI/sítio) na região plantar da pata direita traseira (ipsilateral) de 
camundongos machos da linhagem C57BL/6-UFSC. Decurso temporal do 
efeito do IFN-β (10 µl – 1x10³ UI/sítio; s.c.) sobre a nocicepção mecânica (A 
– Limiar de retirada da pata 50% (g)), comportamento nociceptivo evocado 
(C – Escore de guarda da pata pós-von Frey (∑)) e a indução edema de pata 
(E – ∆ Espessura da pata (mm)). Curva dose-resposta do efeito do IFN-β (10 
µl – 1x10³ UI/sítio; s.c.), duas horas após sua administração, sobre os 
parâmetros de nocicepção mecânica (B), comportamento nociceptivo 
evocado (D) e indução de edema de pata (F). Dados estão representados 
como média ± E.P.M. (N= 6/grupo) de 2-3 blocos de experimentos 
independentes e foram analisados por ANOVA de duas vias com medidas 
repetidas (A, C, E) ou ANOVA de uma via (B, D, F), seguidas pelos testes 
post-hoc de Dunnett e Sidak conforme necessário. (B) – Basal. (*) – 
Representa diferença significativa (P<0.05) quando comparado aos valores 
de medidas basais. (**) – Representa P<0.01 quando comparado aos valores 
de medidas basais. (#) – Representa diferença significativa (P<0.05) quando 
comparado ao grupo veículo. O teste de Grubbs foi utilizado para a detecção 
de possíveis outliers e um animal do grupo IFN-β (3x10² UI/sítio) (B, D, F) 


























5.2 INTERFERON-ALFA (IFN-α) TAMBÉM APRESENTA EFEITOS 
PRÓ-NOCICEPTIVOS E EDEMATOGÊNICO 
 
Conforme pode ser verificado na Figura 12 (painel A), a administração 
do IFN-α (10 µl – 1x10³ UI/sítio; s.c.), assim como o IFN-β (Figura 11), 
também foi capaz de causar uma significativa hiperalgesia mecânica quando 
comparado ao grupo veículo. O efeito hiperalgésico inicial também foi 
observado nos primeiros 30 minutos após a administração do IFN-α, com 
resposta máxima entre 1 e 8 horas, perdurando de forma intermitente por até 
24 horas.  
 
Com relação ao comportamento nociceptivo evocado (Figura 12, painel 
B), não foi possível verificar uma diferença significativa entre os grupos IFN-
α e veículo. Contudo, é possível observar que a administração de IFN-α, ou 
veículo, elevou significativamente o escore de guarda da pata pós-von Frey 
30 minutos após suas administrações, quando comparada aos seus próprios 
valores basais (Figura 12, painel B). Diferentemente do observado nos blocos 
de experimentos com IFN-β, o grupo veículo dos experimentos com IFN-α 
apenas apresentou diferença significativa em relação aos seus valores basais 
nos tempos de 30 minutos e uma hora após sua administração, enquanto o 
escore dos animais do grupo IFN-α permaneceu significativamente elevado 
por até 24 horas.  
 
De forma semelhante ao IFN-β, o IFN-α apresentou potencial 
edematogênico, com resposta inicial observada meia hora após sua 
administração e com pico máximo de resposta edematogênica no tempo de 
duas horas. Contudo, uma diferença significativa em comparação com o 
grupo veículo apenas foi verificada nos tempos de duas e quatro horas após 







Figura 12 – Efeito da administração subcutânea (s.c.) do interferon-alfa 
(IFN-α; 10 µl – 1x10³ UI/sítio) na região plantar da pata direita traseira 
(ipsilateral) de camundongos machos da linhagem C57BL/6-UFSC. Decurso 
temporal do efeito do IFN-α (10 µl – 1x10³ UI/sítio; s.c.) sobre a nocicepção 
mecânica (A – Limiar de retirada da pata 50% (g)), comportamento 
nociceptivo evocado (B– Escore de guarda da pata pós-von Frey (∑)) e a 
indução edema de pata (C – ∆ Espessura da pata (mm)). Dados estão 
representados como média ± E.P.M. (N= 6/grupo) de 2-3 blocos de 
experimentos independentes e foram analisados por ANOVA de duas vias 
com medidas repetidas seguida pelos testes post-hoc de Dunnett e Sidak 
conforme necessário. (B) – Basal. (*) – Representa diferença significativa 
(P<0.05) quando comparado aos valores de medidas basais. (#) – Representa 
diferença significativa (P<0.05) quando comparado ao grupo veículo. O teste 
de Grubbs foi utilizado para a detecção de possíveis outliers, e não foram 























5.3 O RECEPTOR DE IFN-β (IFN-αβR1-/-) NÃO ESTÁ ENVOLVIDO 
NOS EFEITOS PRÓ-NOCICEPTIVOS E EDEMATOGÊNICO DO 
IFN-β 
 Experimentos de genotipagem foram realizados com o intuito de garantir 
que os animais da linhagem A129S2/SvPas utilizados nos experimentos de 
nocicepção realmente apresentavam genótipo do tipo selvagem (IFN-
αβR1+/+) ou deleção (do inglês, knockout) para a subunidade um do receptor 
de IFN-β (IFN-αβR1-/-). Conforme ilustrado na Figura (13), foi verificado 
que dos 8 animais de cada genótipo (selvagem e IFN-αβR1-/-) apenas um 
animal do tipo selvagem (8) foi identificado com um genótipo diferente do 
esperado, uma vez que apresentava heterozigose (IFN-αβR1+/-) com relação 
à subunidade um do receptor de IFN-β. Esse animal em heterozigose foi 
excluído do grupo selvagem, e os demais animais tanto do grupo selvagem 
quanto do grupo IFN-αβR1-/- foram aleatoriamente distribuídos em seus 
respectivos grupos até que ambos tivessem seis animais, e os dados obtidos 
para esses animais foram os considerados nas análises estatísticas. 
 Na Figura 14 (painel A) é possível observar que animais da linhagem 
A129S2/SvPas knockout para o gene que codifica a subunidade um do 
receptor do IFN-β (IFN-αβR1-/-) desenvolvem uma significativa hiperalgesia 
mecânica quando comparados aos valores de medidas basais. Esse efeito 
hiperalgésico inicial foi observado 30 minutos após a injeção de IFN-β, com 
pico de resposta no tempo de duas horas, e perdurou por até oito horas. 
Contudo, não foi encontrada uma diferença significativa entre eles e os 
animais selvagens dessa mesma linhagem. Além disso, estes animais da 
linhagem A129S2/SvPas (Selvagem e IFN-αβR1-/-) pareceram ainda 
apresentar uma menor sensibilidade contra o desenvolvimento de 
hiperalgesia mecânica após a administração de IFN-β.  
 Tanto animais selvagens quanto animais IFN-αβR1-/- não apresentaram 
um significativo aumento de comportamento nociceptivo evocado (Figura 
14, painel B) após a administração de IFN-β, quando foram feitas 
comparações com relação às medidas basais, exceto por animais IFN-αβR1-
/- no tempo de uma hora.  
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 O IFN-β teve seu potencial edematogênico preservado em animais IFN-
αβR1-/- (Figura 14, painel C), considerando as comparações feitas em relação 
às medidas basais. O pico da resposta edematogênica foi observado nos 
primeiros 30 minutos pós-administração do IFN-β. Também foi possível 
verificar que o edema produzido em animais selvagens parece ser menos 
duradouro (uma hora) que em animais IFN-αβR1-/- (até quatro horas). 
Figura 13 – Amplificação dos fragmentos correspondentes para os 
camundongos A129S2/SvPas Selvagem (155 pb) e para os camundongos 
IFN-αβR1-/- (250 pb). Eletroforese em gel de agarose 2% corado com 
brometo de etídio revelando os produtos de amplificação dos fragmentos. PM 










Figura 14 – Efeito da administração subcutânea (s.c.) do interferon-β (IFN-
β; 10 µl – 1x10³ UI/sítio) na região plantar da pata direita traseira (ipsilateral) 
de camundongos machos da linhagem A129S2/SvPas (selvagem e knockout 
– IFN-αβR1-/-). Decurso temporal do efeito do IFN-β (10 µl – 1x10³ UI/sítio; 
s.c.) sobre a nocicepção mecânica (A – Limiar de retirada da pata 50% (g)), 
comportamento nociceptivo evocado (B– Escore de guarda da pata pós-von 
Frey (∑)) e a indução edema de pata (C – ∆ Espessura da pata (mm)). Dados 
estão representados como média ± E.P.M. (N= 6/grupo) de 2-3 blocos de 
experimentos independentes e foram analisados por ANOVA de duas vias 
com medidas repetidas seguida pelos testes post-hoc de Dunnett e Sidak 
conforme necessário. (B) – Basal. (*) – Representa diferença significativa 
(P<0.05) quando comparado aos valores de medidas basais. O teste de 
Grubbs foi utilizado para a detecção de possíveis outliers, e não foram 























5.4 O EFEITO PRÓ-NOCICEPTIVO DO IFN-β É PARCIALMENTE 
PREVENIDO COM A INIBIÇÃO DA SINALIZAÇÃO 
INTRACELULAR MEDIADA VIA JAK1 
O pré-tratamento com PF-04965842 (10 µl – 300 pmol/sítio; s.c.), um 
inibidor de JAK1, preveniu parcialmente a hiperalgesia mecânica induzida 
pela administração de IFN-β (1x10³ UI/sítio; s.c.). O efeito anti-hiperalgésico 
do PF-04965842 não foi duradouro, uma vez que foi observado apenas nos 
primeiros 30 minutos após a administração de IFN-β (Figura 15, painel A). 
Apesar de ter parcialmente prevenido o desenvolvimento de hiperalgesia 
mecânica, o pré-tratamento com o PF-04965842 não foi capaz de prevenir o 
aumento do comportamento nociceptivo evocado (Figura 15, painel B) e nem 
























Figura 15 – Efeito do pré-tratamento com inibidor de JAK1, PF-04965842 
(10 µl – 300 pmol/sítio; s.c.), sobre as atividades pró-nociceptivas e 
edematogênicas induzidas pela administração subcutânea (s.c.) do interferon-
β (IFN-β; 10 µl – 1x10³ UI/sítio) na região plantar da pata direita traseira 
(ipsilateral) de camundongos machos da linhagem C57BL/6-UFSC. Efeito 
do PF-04965842 (10 µl – 300 pmol/sítio; s.c.) sobre a nocicepção mecânica 
(A – Limiar de retirada da pata 50% (g)), comportamento nociceptivo 
evocado (B– Escore de guarda da pata pós-von Frey (∑)) e a indução edema 
de pata (C – ∆ Espessura da pata (mm)), 30 minutos e 2 duas horas após a 
administração do IFN-β (10 µl – 1x10³ UI/sítio; s.c.). Dados estão 
representados como média ± E.P.M. (N= 6/grupo) de 2-3 blocos de 
experimentos independentes e foram analisados por ANOVA de duas vias 
com medidas repetidas seguida pelos testes post-hoc de Dunnett e Sidak 
conforme necessário. (B) – Basal.  (**) – Representa P<0.01 quando 
comparado aos valores de medidas basais. (#) – Representa diferença 
significativa (P<0.05) quando comparado ao grupo veículo. O teste de 
Grubbs foi utilizado para a detecção de possíveis outliers, e não foram 












5.5 O PRÉ-TRATAMENTO COM ANTAGONISTA TRPV1 E TRPA1 
NÃO PREVINE A HIPERALGESIA E EDEMA CAUSADOS POR 
IFN-β 
Com o intuito de investigar a participação de receptores TRPV1 e 
TRPA1 no efeito pró-nociceptivo e edematogênico promovido pelo IFN-β, 
animais foram tratados com antagonista TRPV1 (SB-366791; 10 µl – 1 
nmol/sítio; s.c.) e antagonista TRPA1 (HC-030031; 10 µl – 3 nmol/sítio; s.c.) 
antes da administração de IFN-β (Figuras 16 e 17, respectivamente). 
Conforme ilustrado nas Figura 16 e 17 (painéis A), o pré-tratamento com 
SB-366791 (1 nmol/sítio) ou HC-030031 (3 nmol/sítio) não foi capaz de 
prevenir a hiperalgesia mecânica causada pelo IFN-β, em comparação ao 
veículo. Contudo, é possível observar que os animais do grupo previamente 
tratado com HC-030031 (Figura 17, painel A), não apresentaram hiperalgesia 
mecânica 30 minutos após a administração do IFN-β, considerando 
comparação com os valores de medidas basais. Curiosamente, não foi 
verificada diferença significativa entre os grupos veículo e HC nesse tempo 
de 30 minutos (P=0.21; ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida 
de teste post-hoc de Sidak). 
O pré-tratamento com os antagonistas TRPV1 e TRPA1 também foram 
ineficazes em prevenir uma elevação do comportamento nociceptivo evocado 
nos animais (Figuras 16 e 17, painéis B). Animais pré-tratados com SB-
366791 apresentaram um perfil de resposta semelhante aos animais do grupo 
veículo (Figura 16, painel B). No entanto, os animais que receberam 
tratamento prévio com HC-030031 demonstraram um menor escore de 
guarda da pata pós-von Frey em comparação com os animais do grupo 
veículo (Figura 17, painel A). Apesar disso, essa diferença entre os grupos 
não foi estatisticamente significativa (0.5h – P=0.49; 2h – P=0.36; ANOVA 
de duas vias com medidas repetidas seguida de teste post-hoc de Sidak). 
O efeito edematogênico do IFN-β também não foi prevenido pelo SB-
366791 (Figura 16, painel C) e nem pelo HC-030031 (Figura 17, painel C). 
Foi possível observar que o edema verificado nos animais do grupo SB-
366791 e HC-030031 foram ligeiramente menores quando comparados ao 
grupo veículo, ainda assim, nenhuma diferença significativa foi detectada nas 
análises realizadas (SB-0.5h – P=0.29, SB-2h – P=0.44; HC-0.5 – P=0.25, 
HC-2H – P=0.25; ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida de 









Figura 16 – Efeito do pré-tratamento com antagonista TRPV1, SB-366791 
(10 µl – 1 nmol/sítio; s.c.), sobre as atividades pró-nociceptivas e 
edematogênicas induzidas pela administração subcutânea (s.c.) do interferon-
β (IFN-β; 10 µl – 1x10³ UI/sítio) na região plantar da pata direita traseira 
(ipsilateral) de camundongos machos da linhagem C57BL/6-UFSC. Efeito 
do SB-366791 IFN-β (10 µl – 1 nmol/sítio; s.c.) sobre a nocicepção mecânica 
(A – Limiar de retirada da pata 50% (g)), comportamento nociceptivo 
evocado (B– Escore de guarda da pata pós-von Frey (∑)) e a indução edema 
de pata (C – ∆ Espessura da pata (mm)), 30 minutos e 2 duas horas após a 
administração do IFN-β (10 µl – 1x10³ UI/sítio; s.c.). Dados estão 
representados como média ± E.P.M. (N= 6/grupo) de 2-3 blocos de 
experimentos independentes e foram analisados por ANOVA de duas vias 
com medidas repetidas seguida pelos testes post-hoc de Dunnett e Sidak 
conforme necessário. (B) – Basal. (**) – Representa P<0.01 quando 
comparado aos valores de medidas basais. O teste de Grubbs foi utilizado 














Figura 17 – Efeito do pré-tratamento com antagonista TRPA1, HC-030031 
(10 µl – 3 nmol/sítio; s.c.), sobre as atividades pró-nociceptivas e 
edematogênicas induzidas pela administração subcutânea (s.c.) do interferon-
β (IFN-β; 10 µl – 1x10³ UI/sítio) na região plantar da pata direita traseira 
(ipsilateral) de camundongos machos da linhagem C57BL/6-UFSC. Efeito 
do HC-030031 (10 µl – 3 nmol/sítio; s.c.) sobre a nocicepção mecânica (A – 
Limiar de retirada da pata 50% (g)), comportamento nociceptivo evocado (B– 
Escore de guarda da pata pós-von Frey (∑)) e a indução edema de pata (C – 
∆ Espessura da pata (mm)), 30 minutos e 2 duas horas após a administração 
do IFN-β (10 µl – 1x10³ UI/sítio; s.c.).  Dados estão representados como 
média ± E.P.M. (N= 6/grupo) de 2-3 blocos de experimentos independentes 
e foram analisados por ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida 
pelos testes post-hoc de Dunnett e Sidak conforme necessário. (B) – Basal. 
(*) – Representa diferença significativa (P<0.05) quando comparado aos 
valores de medidas basais. (**) – Representa P<0.01 quando comparado aos 
valores de medidas basais. (#) – Representa o valor de P encontrado para 
comparação com o grupo veículo no tempo de 30 minutos pós-administração 
de IFN-β. O teste de Grubbs foi utilizado para a detecção de possíveis 





















5.6 A ABLAÇÃO DE NEURÔNIOS SENSORIAIS TRPV1+/TRPA1+ 
PREVINE PARCIALMENTE OS EFEITOS HIPERALGÉSICOS DO 
IFN-β 
A confirmação da ablação dos neurônios sensoriais TRPV1+/TRPA1+ foi 
realizada pela avaliação nociceptiva comportamental no teste de limpeza do 
olho (Figura 18, painel D), teste da acetona (Figura 18, painel E) e teste de 
Hargreaves (Figura 18, painel F). No teste de limpeza do olho, os animais do 
grupo RTX+ apresentaram uma resposta significativamente reduzida à 
aplicação corneal do agonista TRPV1 capsaicina (50 µl – 100 µM), 
representada pelo menor número de comportamentos de limpeza do olho em 
comparação com o grupo RTX- (Figura 18, painel D). 
No teste da acetona, os animais que sofreram ablação dos neurônios 
sensoriais TRPV1+/TRPA1+ apresentaram uma resposta basal 
significativamente menor, (BII – 21 dias após a primeira administração de 
RTX), ao rápido resfriamento (ativador TRPA1) plantar (pata ipsilateral) 
induzido pela aplicação de acetona em comparação com a medida basal BI 
(24 horas antes da primeira administração de RTX) (Figura 18, painel E). Já 
no teste de Hargreaves, a latência para resposta nociceptiva 
(elevação/chacoalhar da pata) frente ao estimulo plantar (pata ipsilateral) com 
calor radiante (ativador TRPV1) nos animais RTX+ foi significativamente 
maior em BII quando comparado à BI (Figura 18, painel F). A combinação 
destes dados fornece parâmetros nociceptivo-comportamentais para a 
confirmação de que o protocolo utilizado para indução da ablação dos 
neurônios sensoriais TRPV1+/TRPA1+ foi efetivo. 
De acordo com o ilustrado na Figura 18 (painel A), animais que foram 
submetidos à ablação de neurônios sensoriais TRPV1+/TRPA1+, pelo 
tratamento com resiniferatoxina (RTX – 30, 70 e 100 µg/kg; s.c.), apenas 
apresentaram uma hiperalgesia mecânica pontual quatro horas após a 
administração do IFN-β, isso quando comparados aos seus valores de 
medidas basais (BI e BII). Contudo, não foi possível verificar diferença 
significativa entre os grupos RTX+ (com ablação) e RTX- (sem ablação) em 
nenhum dos pontos avaliados do decurso temporal. 
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O aumento no comportamento nociceptivo evocado nos animais com 
ablação dos neurônios sensoriais TRPV1+/TRPA1+ também aconteceu de 
forma pontual, sendo observado nos tempos de quatro e oito horas após a 
administração de IFN-β, e apenas com relação às comparações feitas com os 
valores de medidas basais BI (Figura 18, painel B). 
Apesar do efeito anti-hiperalgésico parcial sobre os parâmetros 
nociceptivos avaliados, a estratégia de ablação prévia dos neurônios 
sensoriais TRPV1+/TRPA1+ não foi eficaz em prevenir o efeito 
edematogênico do IFN-β (Figura 18, painel C). Além disso, o edema 
observado nos animais do grupo RTX+ foi numericamente maior quando 
comparado ao edema observado nos animais do grupo RTX-. De fato, foi 
possível identificar uma diferença significativa entre os grupos no tempo de 
quatro horas após a administração do IFN-β, onde os animais do grupo RTX+ 
apresentaram o maior nível de edema comparado ao grupo RTX-. 
Figura 18 – Efeito da ablação prévia de neurônios sensoriais 
TRPV1+/TRPA1+ com resiniferatoxina (RTX – 30, 70 e 100 µg/kg; s.c.) 
sobre as atividades pró-nociceptivas e edematogênica induzidas pela 
administração subcutânea (s.c.) do interferon-β (IFN-β; 10 µl – 1x10³ 
UI/sítio) na região plantar da pata direita traseira (ipsilateral) de 
camundongos machos da linhagem C57BL/6-UFSC. Decurso temporal do 
efeito da ablação prévia de neurônios sensoriais TRPV1+/TRPA1+ com 
resiniferatoxina (RTX – 30, 70 e 100 µg/kg; s.c.) sobre a nocicepção 
mecânica (A – Limiar de retirada da pata 50% (g)), comportamento 
nociceptivo evocado (B– Escore de guarda da pata pós-von Frey (∑)) e a 
indução edema de pata (C – ∆ Espessura da pata (mm)), induzidas pela 
administração do IFN-β (10 µl – 1x10³ UI/sítio; s.c.). D – Confirmação da 
ablação de neurônios sensoriais TRPV1+/TRPA1+ pelo teste de limpeza do 
olho (expresso como Nº de comportamentos de limpeza do olho), frente à 
estimulação corneal com capsaicina (50 µl – 100 µM) ou veículo (solução 
salina 0.9%). E – Confirmação da ablação de neurônios sensoriais 
TRPV1+/TRPA1+ pelo teste da acetona (expresso como Comportamento 
nociceptivo em segundos (s)), frente à estimulação plantar (pata ipsilateral) 
com acetona, resfriamento rápido, (50 µl – PA). F – Confirmação da ablação 
de neurônios sensoriais TRPV1+/TRPA1+ pelo teste de Hargreaves (expresso 
como Latência em segundos (s)), frente à estimulação plantar (pata 
ipsilateral) com calor radiante. Dados estão representados como média ± 
E.P.M. (N= 6/grupo) de 2-3 blocos de experimentos independentes e foram 









testes post-hoc de Dunnett e Sidak conforme necessário. (*) – Representa 
diferença significativa (P<0.05) quando comparado aos valores de medidas 
basais. (**) – Representa P<0.01 quando comparado aos valores de medidas 
basais. (#) – Representa diferença significativa (P<0.05) quando comparado 
ao grupo veículo. (BI) – Basal I. (BII) – Basal II. (/) – Símbolos dispostos ao 
lado esquerdo representam comparação com BI e ao direito com BII. O teste 
de Grubbs foi utilizado para a detecção de possíveis outliers, e não foram 
encontrados outliers.   
 
5.7 A SINALIZAÇÃO VIA PKC NÃO ESTA ENVOLVIDA NOS 
EFEITOS PRÓ-NOCICEPTIVOS E EDEMATOGÊNICO DO IFN-β. 
Conforme pode ser observado na Figura 19 (painel A), a estratégia de 
pré-tratamento com um inibidor de PKC, GF-109203X (10 µl – 0,3 
nmol/sítio; s.c.), também foi ineficaz na prevenção do desenvolvimento de 
hiperalgesia mecânica induzida por IFN-β. Ainda, foi possível observar que 
no tempo de duas horas após a administração de IFN-β, os animais pré-
tratados com GF-109203X não apresentaram hiperalgesia mecânica quando 
comparados aos seus próprios valores de medidas basais. Contudo, o valor 
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de P=0,09 (ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida de teste 
post-hoc de Dunnett), permite inferir que há uma tendência para a verificação 
de hiperalgesia no tempo de duas horas.  
Não foi possível verificar um efeito positivo do pré-tratamento com GF-
109203X em prevenir o aumento no comportamento nociceptivo evocado 
frente à administração do IFN-β quando comparado ao grupo veículo, mesmo 
no tempo de 30 minutos onde os animais não apresentaram diferença 
significativa quando as comparações foram feitas com relação aos valores de 
medidas basais (P=0.57; ANOVA de duas vias com medidas repetidas 
seguida de teste post-hoc de Dunnett), (Figura 19, painel B).  
Apesar do edema verificado em animais pré-tratados com GF-109203X 
ter sido numericamente menor, não foi possível encontrar diferença 
estatística significativa quando comparado com os animais do grupo veículo 
(0.5h – P=0.20; 2h – P=0.53; ANOVA de duas vias com medidas repetidas 































Figura 19 – Efeito do pré-tratamento com inibidor de PKC, GF-109203X 
(10 µl – 0,3 nmol/sítio; s.c.), sobre as atividades pró-nociceptivas e 
edematogênica induzidas pela administração subcutânea (s.c.) do interferon-
β (IFN-β; 10 µl – 1x10³ UI/sítio) na região plantar da pata direita traseira 
(ipsilateral) de camundongos machos da linhagem C57BL/6-UFSC. Efeito 
do GF-109203X (10 µl – 0,3 nmol/sítio; s.c.) sobre a nocicepção mecânica 
(A – Limiar de retirada da pata 50% (g)), comportamento nociceptivo 
evocado (B– Escore de guarda da pata pós-von Frey (∑)) e a indução edema 
de pata (C – ∆ Espessura da pata (mm)), 30 minutos e 2 duas horas após a 
administração do IFN-β (10 µl – 1x10³ UI/sítio; s.c.). Dados estão 
representados como média ± E.P.M. (N= 6/grupo) de 2-3 blocos de 
experimentos independentes e foram analisados por ANOVA de duas vias 
com medidas repetidas seguida pelos testes post-hoc de Dunnett e Sidak 
conforme necessário. (B) – Basal. (*) – Representa diferença significativa 
(P<0.05) quando comparado aos valores de medidas basais. (**) – 
Representa P<0.01 quando comparado aos valores de medidas basais. O teste 
de Grubbs foi utilizado para a detecção de possíveis outliers, e não foram 












5.8 OS EFEITOS PRÓ-NOCICEPTIVOS E EDEMATOGÊNICOS DO 
IFN-β NÃO SÃO PREVENIDOS PELO ANTAGONISMO DE 
RECEPTORES NMDA 
O antagonismo de receptores NMDA com cetamina (10 µl – 100 
nmol/sítio) não foi capaz de prevenir a hiperalgesia mecânica (Figura 20, 
painel A), nem a elevação no escore de comportamento nociceptivo evocado 
(Figura 20, painel B) causada pelo IFN-β, quando comparado ao grupo 
veículo.  
Essa estratégia também não permitiu a prevenção do desenvolvimento de 
edema induzido por IFN-β. De fato, a cetamina ainda provocou o 
desenvolvimento de um edema ainda mais acentuado 30 minutos após a 
injeção do IFN-β, quando comparado ao edema dos animais do grupo veículo 

































Figura 20 – Efeito do pré-tratamento com antagonista NMDA, cetamina (10 
µl – 100 nmol/sítio; s.c.), sobre as atividades pró-nociceptivas e 
edematogênica induzidas pela administração subcutânea (s.c.) do interferon-
β (IFN-β; 10 µl – 1x10³ UI/sítio) na região plantar da pata direita traseira 
(ipsilateral) de camundongos machos da linhagem C57BL/6-UFSC. Efeito 
da cetamina (10 µl – 100 nmol/sítio; s.c.) sobre a nocicepção mecânica (A – 
Limiar de retirada da pata 50% (g)), comportamento nociceptivo evocado (B– 
Escore de guarda da pata pós-von Frey (∑)) e a indução edema de pata (C – 
∆ Espessura da pata (mm)), 30 minutos e 2 duas horas após a administração 
do IFN-β (10 µl – 1x10³ UI/sítio; s.c.). Dados estão representados como 
média ± E.P.M. (N= 6/grupo) de 2-3 blocos de experimentos independentes 
e foram analisados por ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida 
pelos testes post-hoc de Dunnett e Sidak conforme necessário. (B) – Basal. 
(*) – Representa diferença significativa (P<0.05) quando comparado aos 
valores de medidas basais. (**) – Representa P<0.01 quando comparado aos 
valores de medidas basais. (#) – Representa diferença significativa (P<0.05) 
quando comparado ao grupo veículo. O teste de Grubbs foi utilizado para a 












5.9 A INIBIÇÃO DE CANAIS DO TIPO HCN NÃO PREVINE A 
HIPERALGESIA MECÂNICA NEM O EDEMA INDUZIDOS POR 
IFN-β 
Quando animais foram, previamente à administração do IFN-β, tratados 
com um inibidor de canais do tipo HCN, ivabradina (10 µl – 1 nmol/sítio; 
s.c.), ainda foi verificado o desenvolvimento de hiperalgesia mecânica de 
forma similar aos animais do grupo veículo (Figura 21, painel A). 
O tratamento prévio com ivabradina também não impediu o aumento no 
escore de comportamento nociceptivo evocado dos animais (Figura 21, 
painel B). 
Além disso, o edema verificado em animais do grupo ivabradina, ainda 
que não significativamente diferente do grupo veículo, foi ligeiramente maior 
em ambos os tempos observados (Figura 21, painel C). De fato, foi possível 
detectar inclusive uma tendência a ser significativamente diferente no tempo 
de 30 minutos em comparação ao grupo veículo, (P=0.07; ANOVA de duas 
vias com medidas repetidas seguida de teste post-hoc de Sidak), similarmente 












Figura 21 – Efeito do pré-tratamento com inibidor de canais HCN, 
ivabradina (10 µl – 1 nmol/sítio; s.c.), sobre as atividades pró-nociceptivas e 
edematogênica induzidas pela administração subcutânea (s.c.) do interferon-
β (IFN-β; 10 µl – 1x10³ UI/sítio) na região plantar da pata direita traseira 
(ipsilateral) de camundongos machos da linhagem C57BL/6-UFSC. Efeito 
da ivabradina (10 µl – 1 nmol/sítio; s.c.) sobre a nocicepção mecânica (A – 
Limiar de retirada da pata 50% (g)), comportamento nociceptivo evocado (B– 
Escore de guarda da pata pós-von Frey (∑)) e a indução edema de pata (C – 
∆ Espessura da pata (mm)), 30 minutos e 2 duas horas após a administração 
do IFN-β (10 µl – 1x10³ UI/sítio; s.c.). Dados estão representados como 
média ± E.P.M. (N= 6/grupo) de 2-3 blocos de experimentos independentes 
e foram analisados por ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida 
pelos testes post-hoc de Dunnett e Sidak conforme necessário. (B) – Basal. 
(*) – Representa diferença significativa (P<0.05) quando comparado aos 
valores de medidas basais. (**) – Representa P<0.01 quando comparado aos 
valores de medidas basais. (#) – Representa o valor de P encontrado para 
comparação com o grupo veículo no tempo de 30 minutos pós-administração 
de IFN-β. O teste de Grubbs foi utilizado para a detecção de possíveis 












5.10 A DEGRANULAÇÃO DE MASTÓCITOS NÃO ESTA 
ENVOLVIDA NOS EFEITOS HIPERALGÉSICOS E 
EDEMATOGÊNICO DO IFN-β 
A Figura 22 ilustra o efeito do pré-tratamento com o estabilizador de 
mastócitos cromoglicato (10 µl – 4 nmol/sítio; s.c.). Como pode ser 
observado, animais tratados com cromoglicato previamente à administração 
do IFN-β continuaram a desenvolver hiperalgesia mecânica de forma 
semelhante aos animais do grupo veículo (Figura 22, painel A).  Contudo, 
não foi observada uma diferença estatisticamente significativa no tempo de 
meia hora nos animais do grupo cromoglicato em relação aos valores de 
medidas basais. Ainda assim, o valor de P encontrado, (P=0,057; ANOVA 
de duas vias com medidas repetidas seguida de teste post-hoc de Dunnett), 
indica uma tendência para a verificação de uma diferença significativa frente 
às medidas basais.  
O cromoglicato também não preveniu a elevação do escore de 
comportamento nociceptivo evocado quando comparado ao grupo veículo. 
No entanto, no tempo de meia hora não foi verificada diferença com relação 
às medidas basais nos animais do grupo cromoglicato, (P=0.13; ANOVA de 
duas vias com medidas repetidas seguida de teste post-hoc de Dunnett), 
conforme pode ser observado no painel B da Figura 22.  
Assim como observado com os demais tratamentos testados, o 
cromoglicato não apresentou a capacidade de prevenir o desenvolvimento do 










Figura 22 – Efeito do pré-tratamento com estabilizador de mastócitos, 
cromoglicato (10 µl – 4nmol/sítio; s.c.), sobre as atividades pró-nociceptivas 
e edematogênica induzidas pela administração subcutânea (s.c.) do 
interferon-β (IFN-β; 10 µl – 1x10³ UI/sítio) na região plantar da pata direita 
traseira (ipsilateral) de camundongos machos da linhagem C57BL/6-UFSC. 
Efeito do cromoglicato (10 µl – 4 nmol/sítio; s.c.) sobre a nocicepção 
mecânica (A – Limiar de retirada da pata 50% (g)), comportamento 
nociceptivo evocado (B– Escore de guarda da pata pós-von Frey (∑)) e a 
indução edema de pata (C – ∆ Espessura da pata (mm)), 30 minutos e 2 duas 
horas após a administração do IFN-β (10 µl – 1x10³ UI/sítio; s.c.). Dados 
estão representados como média ± E.P.M. (N= 6/grupo) de 2-3 blocos de 
experimentos independentes e foram analisados por ANOVA de duas vias 
com medidas repetidas seguida pelos testes post-hoc de Dunnett e Sidak 
conforme necessário. (B) – Basal. (*) – Representa diferença significativa 
(P<0.05) quando comparado aos valores de medidas basais. (**) – 
Representa P<0.01 quando comparado aos valores de medidas basais. O teste 














A esclerose múltipla (EM) é uma doença autoimune inflamatória do 
sistema nervoso central, que é caracterizada pela desmielinização axonal de 
neurônios presentes no cérebro e medula espinhal. A EM promove intensa 
incapacitação física em mais de 2,5 milhões de adultos jovens, 
principalmente mulheres, em todo o mundo. A causa da EM é desconhecida, 
e a doença se manifesta de forma bastante heterogênea com pacientes 
apresentando uma miríade de distúrbios sensoriais, prejuízos motores, fadiga, 
dor e déficits cognitivos. O decurso da EM se apresenta de forma bastante 
variada, ainda assim na maioria dos pacientes a doença inicialmente se 
desenvolve com episódios reversíveis de déficits neurológicos, 
frequentemente seguidos de deterioração progressiva (BROWNLEE et al., 
2016; COMPSTON E COLES, 2008; CHARCOT, 1868; DENDROU et al., 2015; 
NOSEWORTHY et al., 2000; ROXBURGH et al., 2005). A EM recorrente-
remitente é a principal forma dessa doença e atinge cerca de 85% dos 
pacientes. Dentre as opções terapêuticas disponíveis para o tratamento da EM 
uma das mais utilizadas e de destaque para o presente estudo é o IFN-β. 
(BROWNLEE et al., 2016; DENDROU et al., 2015; LUBLIN et al., 2014; 
McDONALD et al., 2001; RANSOHOFF et al., 2015; POLMAN et al., 2011).  
O IFN-β, uma citocina imunomodulatória, foi a primeira opção 
terapêutica aprovada em 1996 para o tratamento da EM capaz de reduzir a 
progressão da doença. Apesar do tratamento com IFN-β ser de maneira geral 
bem tolerado em pacientes com esclerose múltipla, o desenvolvimento de 
reações no local da injeção (dor e edema) contribuem de forma significativa 
para a redução da qualidade de vida dos pacientes, assim como para uma 
menor adesão ao tratamento, principalmente entre os primeiros 3-6 meses 
após o início da terapia. Ainda não se sabem os mecanismos que medeiam o 
desenvolvimento de dor e edema em pacientes que fazem uso do IFN-β pela 
via subcutânea. Adicionalmente, não existe descrito na literatura um modelo 
animal no qual se possa investigar como o IFN-β causa tais efeitos adversos 
e assim seja possível propor alternativas terapêuticas que possam contribuir 
para a melhoria na adesão à terapia com IFN-β e na qualidade de vida de 
pacientes com esclerose múltipla (ARNOLDUS et al., 2000; COLES et al., 2006; 
COMI et al., 2016; GOTTBERG et al., 2000; HAUSER et al., 2013; JACOBS et al., 
1996;  KÜMPFEL et al., 2007; MOHR et al., 1998; NEILLEY et al., 1996; PANITCH 










No presente estudo, padronizamos um modelo animal de nocicepção e 
edema induzidos pela administração subcutânea (na região plantar da pata 
direita traseira dos animais) do IFN-β.  
Na fase de caracterização do modelo, diferentes doses de IFN-β (1x10², 
3x10², 1x10³ UI/sítio; s.c.) foram testadas quanto ao seu potencial em 
produzir nocicepção e edema em animais machos da linhagem C57BL/6-
UFSC. A escolha das doses testadas foi feita com base nas doses que são 
utilizadas para o tratamento da esclerose múltipla na prática clínica, e 
cálculos alométricos foram efetuados para adequação das mesmas ao modelo 
animal. Dentre as doses testadas, apenas a dose de 1x10³ UI/sítio (s.c.) foi 
capaz de significativamente promover hiperalgesia mecânica (teste de von 
Frey), elevar o comportamento nociceptivo evocado (Escore de guarda da 
pata pós-von Frey), e induzir o desenvolvimento de edema (Espessura da 
pata), conforme observado em pacientes com esclerose múltipla que fazem 
uso do IFN-β pela via subcutânea (AGASHIVALA et al., 2013; ARNOLDUS et 
al., 2000; BALAK et al., 2000; BAUM et al., 2007; BEER et al., 2011; BUTTMAN 
et al., 2004; COMI et al., 2008; CLERICO et al., 2007; DEVONSHIRE et al., 2011; 
FOLEY et al., 2013; HARRIS et al., 2005; KLAUER E ZETTL, 2008; MENZIN et 
al., 2013; O'ROURKE E HUTCHINSON, 2005; PANITCH et al., 2002; 
PORTACCIO E AMATO, 2009; PRISMS, 1998; SINGER et al., 2012; 
TREADAWAY et al., 2009).  
O decurso temporal da hiperalgesia e edema no modelo em camundongos 
foi compatível ao apresentado em seres humanos (HARRIS et al., 2005; 
SINGER et al., 2012). Finalmente, verificamos que semelhante ao observado 
em seres humanos (BUTTMAN et al., 2004), a nocicepção e edema induzidos 
pelo IFN-β não estão relacionados ao seu veículo, uma vez que este não foi 
capaz de causar hiperalgesia e edema quando comparado à administração de 
salina (dados não mostrados). Desta forma, o presente modelo possui 
validades de constructo (indução pela aplicação subcutânea do IFN-β e em 
dose similar à utilizada na prática clínica) e facial (induz nocicepção e edema 
nos mesmos tempos onde esses efeitos adversos são verificados em 
pacientes), o que faz do mesmo uma interessante ferramenta para estudar os 
efeitos adversos locais induzidos pelo IFN-β. 
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Para confirmar os achados com o IFN-β, testamos em nosso modelo um 
outro interferon do tipo I, o IFN-α. Além de compartilharem ligação ao 
mesmo receptor, IFNs do tipo compartilham também a mesma via de 
sinalização intracelular (JAK-STAT). Interessantemente, pacientes que 
fazem uso de IFN-α também apresentam dor no local da injeção e também 
podem desenvolver edema (CHA et al., 2014; GERLACH et al., 2009; GIBBERT 
et al., 2013; JAECKEL et al., 2001; LEE et al., 2008; MICROMEDEX, 2017; 
OWCZAREK et al., 1997; PLATANIAS, 2005; VALLÉS et al., 2009; WEERD E 
NGUYEN, 2012). Considerando isso, os potenciais efeitos pró-nociceptivos e 
pró-edematogênico do IFN-α (1x10³ UI/sítio; s.c.) também foram 
investigados no presente estudo.  
O que observamos foi que a administração subcutânea de IFN-α, na dose 
testada, foi capaz de promover significativa hiperalgesia mecânica (von Frey 
test) quando comparado ao grupo veículo (30 minutos, 2, 8, 24 horas após a 
injeção de IFN-α). Contudo, diferente do verificado após a administração do 
IFN-β (na mesma dose), a hiperalgesia mecânica promovida pelo IFN-α foi 
menos intensa e intermitente. O IFN-α não foi capaz de provocar uma 
significativa elevação do comportamento nociceptivo evocado quando 
comparado aos animais do grupo veículo, apenas em relação às suas próprias 
medidas basais. Assim como a hiperalgesia mecânica, o edema causado pelo 
IFN-α foi também intermitente (2 e 4 horas – comparado ao grupo veículo) e 
numericamente menor se comparado ao produzido pelo IFN-β.  
Apesar de compartilharem ligação a um mesmo receptor, o IFN-β e o 
IFN-α o fazem de maneira diferenciada. O IFN-β apresenta uma maior 
afinidade pelo receptor, podendo ficar ligado ao mesmo e mediar seus efeitos 
de forma mais intensa e prolongada que o IFN-α. Levando isso em 
consideração, talvez fosse necessária uma maior dose do IFN-α para que 
efeitos mais similares aos produzidos pelo IFN-β fossem observados 
(DENDROU et al., 2015; GONZÁLES-NAVAJAS et al., 2012; IVASHKIV E 
DOLIN, 2014; PLATANIAS, 2005; STARK et al., 1998; WEERD et al., 2013). 
Adicionalmente, é possível que esse diferente perfil de resposta hiperalgésica 
e edematogênica seja simplesmente algo inerente ao próprio IFN-α, 
semelhante aos diferentes potenciais antivirais verificados entre os 13 tipos 
de IFN-α. Essas diferenças poderiam também ser explicadas, pelo menos em 
parte, por dissemelhanças entre o IFN-β e o IFN-α na ativação e fosforilação 
de STATs, TYKs e MAPKs, as quais também contribuem para os efeitos 
pleiotrópicos de IFNs do tipo I. Apesar de apresentarem perfis diferentes, 









edema, o que indica uma provável participação do IFN-αβR1/2 na mediação 
de tais efeitos. (CHA et al., 2014; GIBBERT et al., 2013; PLATANIAS, 2005;  
WEERD et al., 2013). 
6.1 RECEPTOR DE INTERFERONS DO TIPO I (IFN-αβR1/2) E OS 
EFEITOS HIPERALGÉSICOS E EDEMATOGÊNICO DO IFN-β  
O IFN-β, assim como o IFN-α e outros IFNs do tipo I, exerce muitos dos 
seus efeitos biológicos através de interação com seu receptor específico, o 
receptor de IFNs do tipo I (IFN-αβR1/2), e consequente ativação de sua 
cascata de sinalização intracelular clássica via JAK-STAT. (CHEN et al., 2004; 
DARNELL et al., 1994; IHLE, 1995; PLATANIAS, 2003; 2005) (HURTADO-
GUERRERO et al., 2017; JAECKEL et al., 2001; PERRILLO, 2009; PESTKA, 
2007; PLATANIAS, 2003; 2005; TALPAZ et al., 2013; WEERD et al., 2013). 
Apesar da sinalização via IFN-αβR1/2 ser importante para os efeitos 
terapêuticos de IFNs do tipo I, não se sabe se os efeitos adversos agudos (logo 
após administração do tratamento), como reações no local da injeção (edema, 
eritema, dor) e sintomas tipo-gripe (dor de cabeça, febre, tontura, mialgia, 
fadiga), são mediados pela ativação do IFN-αβR1/2 (GEORGE et al., 2012; 
GOEB et al., 2006; KALINKE E PRINZ, 2012; KÜMPFEL et al., 2007; NEILLEY 
et al., 1996; TOVEY E LALLEMAND, 2010). 
No presente estudo, a investigação do papel do IFN-αβR1/2 na 
hiperalgesia e edema causados pela injeção subcutânea de IFN-β foi realizada 
através da utilização de animais da linhagem A129S2/SvPas do tipo 
selvagem e com deleção para a subunidade IFN-αβR1 (knockout, IFN-αβR1-
/-). Inicialmente verificamos que animais selvagens possuem uma menor 
sensibilidade à hiperalgesia induzida pelo IFN-β em comparação aos animais 
da linhagem C57BL/6-UFSC. Este achado pode ser explicado pelo estudo de 
Mogil e colaboradores (1999), que verificaram que animais da linhagem 
A129 apresentam de fato uma menor sensibilidade em diversos parâmetros 
de avaliação nociceptiva, inclusive no teste de von Frey.  
Apesar de parecerem apresentar uma menor sensibilidade ao efeito 
hiperalgésico do IFN-β, foi possível observar que tanto os animais do tipo 
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selvagem quanto animais IFN-αβR1-/- desenvolveram hiperalgesia e edema 
após a administração do IFN-β.  
Assim, podemos sugerir que os efeitos adversos promovidos pela injeção 
subcutânea do IFN-β não são mediados pela subunidade 1 do IFN-αβR1/2. 
Alguns pontos podem ser apresentados para explicar este resultado. 
Inicialmente, o IFN-β poderia estar induzindo hiperalgesia e edema por 
mecanismos independentes ao IFN-αβR1/2. Evidências na literatura mostram 
que IFNs do tipo I podem modular a atividade dos receptores de glutamato 
tipo N-metil-D-aspartato (do inglês, NMDAR) no sistema nervoso central (Di 
FILIPPO et al., 2016; KESSING E TYOR, 2015). 
Os receptores NMDA são receptores inotrópicos ativados por ácido 
glutâmico (glutamato) e NMDA com importante participação em processos 
nociceptivos tanto agudos quanto crônicos, assim como no desenvolvimento 
de hiperalgesia e edema (BASBAUM et al., 2009; BEIRITH et al., 2002; 
BLEAKMAN et al., 2006; CAO et al., 2014; DU et al., 2003; FERRARI et al., 2014; 
LARSSON e BROMAN, 2011; LIU et al., 2008). Não obstante, a cetamina, um 
antagonista NMDA, apresenta, além de seus efeitos na indução e manutenção 
de anestesia, efeito anti-hiperalgésico em modelos animais de dor 
inflamatória (BENÍTEZ-ROSÁRIO et al., 2011; KHAJAVI et al., 2016; ROMERO 
E DUARTE, 2013).  
Com base no exposto acima, a cetamina (100 nmol/sítio; s.c.) foi 
utilizada no presente estudo como pré-tratamento no intuito de tentar impedir 
o desenvolvimento de hiperalgesia e edema induzidos pela administração 
subcutânea do IFN-β. Essa estratégia se mostrou ineficaz uma vez que 
animais previamente tratados com cetamina continuaram a desenvolver 
hiperalgesia e edema após a administração do IFN-β, igualmente aos animais 
do grupo veículo. Também foi observado que animais pré-tratados com 
cetamina apresentaram um nível de edema significativamente maior meia 
hora após a aplicação do IFN-β. Esse efeito pró-edematogênico da cetamina, 
na mesma dose utilizada no presente estudo (100 nmol/sítio; s.c.) já foi 
anteriormente relatado por Sawynok e Reid (2002, 2003), onde foi associado 
à capacidade da cetamina de inibir a recaptação de aminas biogênicas e 
consequentemente provocar o acumulo dessas aminas no tecido, que por sua 
vez podem levar à ativação de receptores de serotonina e/ou histamina, 
sabidamente envolvidos na produção de edema.  
Uma segunda possibilidade para explicar a hiperalgesia e edema 









poderiam apresentar uma compensação funcional para a expressão de um, ou 
mais, determinado gene importante na hiperalgesia e produção de edema que 
poderia estar mascarando ou distorcendo o fenótipo resultante da ausência 
crônica de um gene endógeno (PICCIOTTO E WICKMAN, 1998). Porém, no 
melhor do nosso conhecimento, não foram descritas compensações 
funcionais em animais IFN-αβR1-/-. Além disto, a subunidade 2 do IFN-
αβR1/2 poderia ser suficiente para mediar as respostas hiperalgésicas e 
edematogênica induzidas pelo IFN-β. Existe pelo menos um relato na 
literatura que demonstra que em células 11.1 deficientes de TYK2 (e com 
baixa expressão da IFN-αβR1) o IFN-β poderia interagir com um 
homodímero da IFN-αβR2, capaz de induzir a transcrição gênica precoce, 
mas não de provocar uma resposta antiviral (LEWERENZ et al., 1998). 
Corroborando esta ideia, sabe-se que a subunidade 2 é essencial para a 
interação do IFN-alfa com a subunidade IFN-αβR1 (JAITIN et al., 2006; 
KALIE et al., 2008; LEWERENZ et al., 1998; PIEHLER et al., 2012; RUNKEL et 
al., 1998; THOMPSON et al., 2011) e verificamos que, semelhante ao IFN-β, o 
IFN-α também é capaz de causar tanto hiperalgesia como edema. Porém 
estudos com ferramentas mais seletivas, como animais com expressão 
reduzida da subunidade IFN-αβR2 (p.ex. knockout ou knockdown), devem 
ser realizados para confirmar esta hipótese. 
6.2 A SINALIZAÇÃO MEDIADA VIA JAK1 NA HIPERALGESIA E 
EDEMA CAUSADOS PELO IFN-β 
Conforme discutido anteriormente, IFNs do tipo I como o IFN-β e IFN-
α se ligam ao seu receptor, IFN-αβR1/2, e promovem seus característicos 
efeitos antivirais, antiproliferativos e imunomodulatórios. Está bem 
estabelecido que a TYK2 está associada com a IFN-αβR1, enquanto que a 
JAK1 está associada a IFN-αβR2 (KAUR E PLATANIAS, 2013). A ativação 
de JAK1 é essencial para que IFN-β, e outros IFNs do tipo I, promovam seus 
efeitos biológicos através da via clássica, JAK-STAT, de sinalização 
intracelular (RANE E REDDY, 2000; SCHINDLER et al., 2007; SHIMODA et al., 
1997; YANG et al., 2005; O’SHEA, 2015). Por isso, o inibidor de JAK1, PF-
04965842 (300 pmol/sítio; s.c.), foi utilizado no presente estudo como uma 
forma de investigar mais a fundo o possível envolvimento dos mecanismos 
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de sinalização do IFN-β nos efeitos hiperalgésicos e edematogênico após sua 
administração.  
De acordo com a ideia de que a IFN-αβR2 poderia ser importante para a 
hiperalgesia e edema induzidos pelo IFN-β, foi verificado que o pré-
tratamento com PF-04965842 apresentou um efeito anti-hiperalgésico parcial 
e precoce (observado até meia hora após administração do IFN-β), apenas 
nos limiares de nocicepção mecânica obtidos no teste de von Frey. Porém 
estudos bioquímicos (p.ex. expressão na JAK1 fosforilada no tecido injetado) 
devem ser realizados para verificar o grau e o tempo de duração da inibição 
do PF-04965842 nas condições experimentais testadas. Além disto, este 
resultado poderia indicar que outras vias de sinalização intracelular podem 
estar envolvidas com os efeitos hiperalgésico e edematogênico causados pelo 
IFN-β. 
6.3 MECANISMOS ALTERNATIVOS PARA EXPLICAR A 
HIPERALGESIA E EDEMA INDUZIDOS PELO IFN-β 
Diferentes mecanismos podem estar envolvidos na mediação das 
repostas hiperalgésicas e edematogênica frente à administração subcutânea 
de substâncias algogênicas. Estudos tem demonstrado que as vias da proteína 
quinase C (do inglês, PKC) e dos canais de nucleotídeos cíclicos ativados por 
hiperpolarização (HCN) medeiam a hiperexitabilidade neuronal induzida por 
IFN-β em neurônios do sistema nervoso central (BIEL et al., 2009; GOUGH et 
al., 2008; REETZ et al., 2014; REDIG et al., 2009; TSANTOULAS et al., 2016; 
WAXMAN E ZAMPONI, 2014). 
A ativação de proteína quinase C é um dos mecanismos pelos quais 
estímulos nocivos podem causar hiperalgesia. Tanto estudos in vitro quanto 
in vivo já demonstraram os efeitos pró-nociceptivos decorrentes da ativação 
de PKC e os efeitos antinociceptivos dos inibidores de PKC, principalmente 
por processos de sensibilização periférica (FERREIRA et al., 2005; 
VELÁZQUEZ et al., 2007; ZHAO et al., 2011). Com base nisso, o inibidor de 
PKC, GF-109203X (0,3 nmol/sítio; s.c.), foi utilizado como pré-tratamento 
nos animais que posteriormente receberam IFN-β (1x10³ UI/sítio; s.c.).  
O inibidor de PKC GF-109203X, na dose testada, não foi capaz de 
prevenir os efeitos hiperalgésicos e edematogênico do IFN-β. Esses dados 
não corroboram estudos prévios disponíveis na literatura. A ativação da 
sinalização via JAK-STAT pela ligação do IFN-β ao seu receptor, IFN-









aquelas mediadas por PKC, como a modulação da atividade de canais iônicos 
e promoção de excitabilidade neuronal, importantes efeitos que entre outros 
processos, também estão envolvidos no desenvolvimento de hiperalgesia 
(FERREIRA et al, 2005; GOUGH et al., 2008; REETZ et al., 2014; REDIG et al., 
2009; WAXMAN E ZAMPONI, 2014). Ainda, essa disparidade nos resultados 
poderia ser atribuída ao fato de que a ativação da PKC, mediada pela cascata 
de sinalização ativada pelo IFN-β e sua consequente atividade sobre canais 
iônicos e promoção de excitabilidade neuronal, é mais importante no SNC 
como mostrado por Reetz et al. (2014) em neurônios piramidais. Além disso, 
em se tratando do IFN-β, a atividade da PKC na periferia parece estar mais 
relacionada à regulação de sua produção assim como à regulação da interação 
do IFN-β com seu receptor em células não-neuronais, como macrófagos 
(GORDON et al., 2012; JOHNSON et al., 2007; IVASHKIV E DONLIN, 2014; 
SEHGAL et al., 1987; WANG et al., 2010). 
Um segundo alvo importante a ser considerado como possível 
responsável pelas ações hiperalgésicas e edematogênica do IFN-β são os 
canais HCN. Estes canais, HCN1-4, atuam principalmente regulando a 
atividade neuronal no SNC e SNP, e também de células cardíacas (BIEL et al., 
2009). De fato, canais HCN se encontram expressos em neurônios sensoriais 
do SNP, inclusive no DRG, com destaque para canais HCN2 expressos em 
abundância em fibras nociceptivas do tipo C e Aδ, sabidamente envolvidas 
no processo nociceptivo (ACOSTA et al., 2012; CHAPLAN et al., 2003; CHO et 
al., 2009; EMERY et al., 2011; KOURANOVA et al., 2008; TIBBS et al., 2016; TU 
et al., 2004; WENG et al., 2012). 
Com base nas evidências supracitadas, o inibidor não seletivo de canais 
HCN, ivabradina (1 nmol/sítio; s.c.), foi utilizado no presente estudo. No 
entanto, animais pré-tratados com ivabradina desenvolveram hiperalgesia e 
edema de forma semelhante aos animais do grupo veículo após a 
administração do IFN-β. Além disso, os animais do grupo ivabradina 
apresentaram ainda uma tendência a desenvolver um edema 
significativamente maior meia hora após o IFN-β ter sido injetado. Esses 
dados não vão ao encontro de achados prévios publicados na literatura, que 
demostraram o potencial efeito antinociceptivo da ivabradina, e ZD7288 (um 
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inibidor de canais HCN menos seletivo), em diversos modelos de dor 
inflamatória (DJOUHRI et al., 2015; EMERY et al., 2011; LUO et al., 2007; 
SCHNORR et al., 2014; YOUNG et al., 2014) e dor neuropática (CHAPLAN et al., 
2003; EMERY et al., 2011; LUO et al., 2007; MATOS et al., 2015; NOH et al., 2014; 
SUN et al., 2005; TAKASU et al., 2010; YOUNG et al., 2014). Não obstante, essa 
diferença nos resultados poderia ser explicada, pelo menos em parte, pelas 
diferentes condições experimentais observadas nos estudos quanto ao modelo 
animal utilizado (se ratos ou camundongos, e diferença nas linhagens e 
modificações gênicas das mesmas), modelos usados para indução de dor 
inflamatória e/ou dor neuropática, além de variabilidade nas doses e vias de 
administração escolhidas.  
É válido ressaltar que apenas Luo et al. (2007) e Schnorr et al. (2014) 
administraram seus tratamentos (ZD7288) pela via subcutânea (na região 
plantar da pata dos animais), em doses similares (30 µM e 0.025M, 
respectivamente), e observaram efeitos anti-hiperalgésicos em modelos de 
dor inflamatória e dor neuropática. Adicionalmente, o próprio IFN-β poderia 
estar interferindo com a ação da ivabradina sobre canais HCN, conforme 
previamente mostrado por Stadler et al. (2014) e Reetz et al. (2014), os quais 
demonstraram que o IFN-β pode regular a atividade excitatória de canais 
HCN.  
Além da PKC e canais HCN, uma outra alternativa a ser considerada 
como responsável por mediar a hiperalgesia e edema induzidos pela 
aplicação subcutânea de IFN-β seria o papel de mastócitos e os efeitos 
desencadeados por seu processo de degranulação. Já está bem demonstrado 
na literatura que os produtos da degranulação mastocitária (aminas 
biogênicas, citocinas, metabólitos lipídicos, neuropeptídeos e óxido nítrico) 
são capazes de promover a instalação de processos hiperalgésicos e 
desenvolvimento de edema. (CHATTERJEA E MARTINOV, 2015; GALLI et al., 
2005; GURISH E BOYCE 2002; McNEIL et al., 2015; NORMAN et al., 2008; REN 
E DUBNER, 2010; VERRI et al., 2006; WOOLF, 2010). Moléculas 
estabilizadoras de mastócitos (impedem a degranulação), como o 
cromoglicato, já foram descritas como sendo capazes de prevenir o 
desenvolvimento ou reduzir a intensidade da hiperalgesia e edema em 
diferentes modelos animais de dor (Le FILLIATRE et al., 2001; PARADA 
et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2011, 2013; VICENT et al., 2013).  
Dessa forma, o possível envolvimento de mastócitos nos efeitos 
hiperalgésicos e edematogênico provocados pela administração subcutânea 









com o estabilizador de mastócitos cromoglicato (4 nmol/sítio; s.c.). 
Conquanto, essa estratégia se mostrou ineficaz, e animais do grupo 
cromoglicato desenvolveram hiperalgesia e edema semelhantemente aos 
animais do grupo veículo, após a administração de IFN-β. Interessantemente, 
o IFN-β já foi descrito como sendo capaz de promover efeitos inibitórios 
sobre mastócitos tanto em relação à degranulação (BISSONNETTE E BEFUS, 
1990; SWIETER et al., 1989) quanto ao recrutamento de neutrófilos (DIETRICH 
et al., 2010), assim como sobre o crescimento de mastócitos (KONNO et al., 
1993),  excluindo a possibilidade do envolvimento desse tipo celular nos 
efeitos induzidos pela administração subcutânea de IFN-β que foram 
observados no presente estudo.  
Alternativamente, Trevisan et al. (2013) demonstraram, em um modelo 
animal de nocicepção abdominal, que o cromoglicato não foi capaz de 
prevenir a resposta nociceptiva induzida pela administração intraperitoneal 
de capsaicina (agonista TRPV1) e alil isotiocianato (agonista TRPA1). Com 
base nisso, pode-se supor que os efeitos hiperalgésicos e edematogênico do 
IFN-β poderiam estar sendo mediados pela ativação de receptores TRPV1 e 
TRPA1, sabidamente envolvidos na exacerbação do processo nociceptivo 
que leva à hiperalgesia, assim como na produção de edema.  
6.4 PAPEL DOS RECEPTORES TRPV1 E TRPA1 E DAS FIBRAS 
NOCICEPTIVAS NOS EFEITOS HIPERALGÉSICOS E 
EDEMATOGÊNICO DO IFN-β 
O processo de percepção de estímulos nocivos (mecânicos, térmicos e 
químicos), denominado nocicepção, é mediado por fibras periféricas 
sensoriais especializadas, denominadas nociceptores (APKARIAN et al., 2005; 
BASBAUM et al., 2009; DUBIN E PATAPOUTIAN, 2010; JULIUS E BASBAUM, 
2001; SHERRINGTON, 1906; VAY et al., 2012; WOOD E PERL, 1999; WOOLF 
E MA, 2007). A responsividade dessas fibras frente à estímulos nocivos é 
regulada pela ativação de diferentes tipos de receptores nelas co-expressos, 
dentre os quais se destacam no presente estudo os receptores de potencial 
transitório vanilóide 1 (TRPV1) e receptores de potencial transitório 
anquirina 1 (TRPA1). Receptores TRPV1 e TRPA1 são canais de cátions 
não-seletivos que caracteristicamente são ativados pela estimulação química 
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com capsaicina e alil isotiocianato, respectivamente. A ativação desses 
receptores em nociceptores que inervam órgãos como a pele favorece a 
transdução de uma miríade de estímulos nocivos (TRPV1 – térmicos (calor) 
e químicos; TRPA1 – mecânicos, químicos e térmicos (frio)) (BASBAUM et 
al., 2009; CATERINA et al., 1997, 2000; DUBIN E PATAPOUTIAN, 2010; 
GEPPETI et al., 2008; HINMAN et al., 2006; JULIUS et al., 2013; STORY et al., 
2003; TÓTH et al., 2014; VAY et al 2012). Há diversas evidências da 
participação desses receptores em respostas hiperalgésicas e edematogênicas 
após a administração subcutânea de substâncias algogênicas como formalina, 
IL-1β, TNF-α, entre outros (BANDELL et al., 2004; BAUTISTA et al., 2006; 
CATERINA et al., 1997, 2000; FERNANDES et al., 2011; JORDT et al., 2004; 
McMAHON et al., 2015; McNAMARA et al., 2007; PINHO-RIBEIRO et al., 2017; 
OBREJA et al., 2002). Interessantemente, a participação de receptores TRPV1 
mediando dor no local de injeção (como efeito adverso de alguns fármacos) 
também já foi demonstrada (SCHILLERS et al., 2016). 
Com bases nas informações previamente descritas, a possível 
participação dos receptores TRPV1 e/ou TRPA1, assim como de fibras 
sensoriais nociceptivas, nos efeitos hiperalgésicos e edematogênico 
produzidos pela administração subcutânea do IFN-β foi investigada através 
da utilização de antagonismo farmacológico dos receptores e ablação de 
fibras sensoriais nociceptivas TRPV1+/TRPA1+, pelo tratamento sistêmico 
com resiniferatoxina (potente agonista TRPV1). A estratégia de pré-
tratamento com os antagonistas TRPV1 e TRPA,  SB-366791 (1 nmol/sítio; 
s.c.) e HC-030031 (3 nmol/sítio; s.c.), respectivamente, não preveniu a 
hiperalgesia ou edema causados pelo IFN-β. Esses resultados não corroboram 
dados recentemente publicados na literatura, onde pacientes com esclerose 
múltipla que fazem uso do IFN-β apresentaram maior propensão ao 
desenvolvimento de dor relacionada ao tratamento por possuírem um 
polimorfismo no gene que codifica a expressão do receptor TRPV1, 
indicando uma possível participação do mesmo nos efeitos adversos 
investigados no presente estudo (BUTTARI et al., 2017). A ablação de fibras 
sensoriais nociceptivas TRPV1+/TRPA1+ não foi capaz de proteger os 
animais dos efeitos hiperalgésicos do IFN-β. Considerando esses resultados, 
pode-se sugerir que o IFN-β estaria exercendo seus efeitos hiperalgésicos 
através de outros transdutores de estímulos nocivos que não foram 
investigados neste estudo, mas que são comumente expressos em fibras 
periféricas nociceptivas, como receptores purinérgicos e canais iônicos.  
Interessantemente, foi observado no presente estudo que animais 









significativamente maior quando comparados aos animais do grupo veículo. 
Apesar de contraditório à maioria dos estudos previamente publicados 
(PECZE et al., 2009; SANDOR et al., 2009; TREVISAN et al., 2013), esse efeito 
pró-edematogênico do tratamento sistêmico com RTX foi anteriormente 
relatado por Helyes et al. (2004) e Borbély et al. (2015), que observaram 
níveis mais elevados de edema em ratos pré-tratados com RTX após a 
administração de CFA ou com o auto-anticorpo artritogênico K/BxN, 
respectivamente, e esse efeito foi atribuído à uma maior atividade da enzima 
mieloperoxidase, maior ativação de células inflamatórias e maior produção 
de espécies reativas de oxigênio.  
Apesar de termos conseguido fazer a padronização de um modelo animal 
de nocicepção e edema induzidos pela administração subcutânea de IFN-β, 
não fomos capazes, pelo menos até o momento, de identificar os mecanismos 















Com base nos resultados obtidos a partir do presente estudo, pode-se concluir 
que: 
a. O IFN-β, quando administrado por uma via e em dose compatível 
com a clínica,  promove hiperalgesia e edema em camundongos, o 
que possibilita a utilização dos mesmos como modelo animal para a 
investigação dos mecanismos responsáveis pelo desenvolvimento de 
tais efeitos adversos, assim como observado em humanos; 
 
b. Um outro IFN do tipo I, IFN-α, também é capaz de induzir 
hiperalgesia e edema após sua administração subcutânea;  
 
c. O desenvolvimento de hiperalgesia e edema induzidos pela injeção 
subcutânea do IFN-β acontece de forma independente à sua ligação 
à subunidade 1 do seu receptor (IFN-αβR1), mas depende 
parcialmente da ativação de sinalização intracelular via JAK1; 
 
d. A hiperalgesia mecânica e edema provocados pela administração 
subcutânea do IFN-β não são mediados pela ativação de receptores 
TRPV1 ou TRPA1; 
 
e. Fibras sensoriais nociceptivas TRPV1+/TRPA1+ também não 
participam da resposta hiperalgésica e edematogênica promovida 
pela injeção subcutânea do IFN-β; 
 
f. A ativação de PKC, canais HCN, receptores NMDA e mastócitos 
não contribui para a hiperalgesia e edema produzidos pela 
















8. CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 
A proposta do presente estudo foi a de caracterizar um modelo animal de 
nocicepção e edema induzidos pela administração subcutânea do IFN-β, o 
qual possa ser utilizado na investigação dos mecanismos responsáveis pela 
mediação de tais efeitos adversos. Apesar de termos conseguido efetuar a 
padronização do modelo, é importante ressaltar que o mesmo apresenta 
limitações, que podem e devem ser superadas.  
Primeiramente, os animais submetidos ao tratamento com IFN-β não 
apresentavam alterações patológicas (incluindo sensoriais) associadas à 
esclerose múltipla. Além disso, foram utilizados ao longo de todo estudo 
animais machos, enquanto na clínica uma maior proporção de mulheres é 
afetada pela esclerose múltipla em relação a homens (3:1), que 
consequentemente apresentam dor e edema em maior proporção. 
Adicionalmente, apenas os efeitos adversos locais (dor e edema) produzidos 
pelo IFN-β foram investigados no presente estudo, contudo, pacientes com 
esclerose múltipla também apresentam importantes efeitos adversos 
sistêmicos (dor de cabeça, mialgia, febre), que se investigados contribuiriam 
para uma melhor caracterização do modelo proposto. Dessa forma, para 
melhoria das validades de constructo e de face do presente modelo, 
pretendemos induzir em animais fêmeas as alterações patológicas 
características da esclerose múltipla através da utilização da encefalomielite 
autoimune experimental, um válido modelo animal de esclerose múltipla. 
Também pretendemos avaliar os animais quanto ao surgimento de efeitos 
adversos sistêmicos, além dos efeitos locais investigados neste estudo, 
decorrentes da administração subcutânea do IFN-β, assim como investigar os 
possíveis mecanismos envolvidos na mediação de tais efeitos. Uma outra 
limitação deste estudo é que não tivemos tempo hábil para realizar análises 
bioquímicas e moleculares que fornecessem suporte para os achados 
comportamentais relatados. Além disso, o presente estudo não conseguiu 
fornecer informações quanto à validade preditiva do modelo proposto, 
necessitando melhorias no desenho experimental quanto à utilização de 
controles positivos como o anestésico local EMLA® e vitamina K, que foram 
previamente mostrados como tendo efeitos anti-hiperalgésicos frente à dor 
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induzida por IFN-β (BUHSE, 2006; LANZILLO et al., 2015), e também 
controles positivos para os antagonistas e inibidores testados. 
Conjuntamente, a resolução das limitações descritas contribuiria para o 
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